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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten hat die kommerzielle Nutzung synthetischer Polymere
kontinuierlich zugenommen. Polyethylenterephthalat (PET) und Polypropylen (PP) gehéren zu
den meist produzierten Kunststoffen und werden vorrangig in der Textil- und
Verpackungsindustrie verwendet. Aufgrund des hydrophoben Charakters der Materialien sind
haufig Oberflachenmodifizierungen fir industrielle Anwendungen erforderlich, welche
konventionell durch chemische oder physikalische Verfahren realisiert werden. Peptide mit
Affinitat gegeniber synthetischen Polymeren kénnen hingegen umweltschonende Prozesse
sowie vielseitige Funktionalisierungen ermdglichen und waren Untersuchungsobjekte dieser
Arbeit. Der Fokus lag hier auf Kunststoff-affinen Peptiden, die mit funktionalen Bausteinen wie
Pigmenten zur Farbung von Textilien oder thermoexpandierenden Mikrospharen (TEMs) zur
Abdichtung von Nahten auf synthetischen Polymeren verankert werden. Interessante Peptid-
Kandidaten sind Kohlenhydrat-bindende Module (CBMs) und antimikrobielle Peptide (AMPs),
da sie an naturliche Polymere wie Polysaccharide bzw. Zellmembranen binden. CBMs wurden
bereits erfolgreich als PET-bindende Peptide genutzt und an PET-hydrolysierende Enzyme
fusioniert, um deren Substrataffinitat zu steigern.

In dieser Arbeit wurden zur Identifizierung weiterer PET-Bindepeptide acht CBMs auf der Basis
von Struktur- und Sequenzdaten rational ausgewahlt, heterolog exprimiert und die PET-
Affinitat in vitro Gberprift. Hierzu wurde ein ,PET Surface Affinity Assay* entwickelt, der es
ermoglicht die PET-Affinitdt von Proteinen semi-quantitativ zu evaluieren. In diesem
Testverfahren zeigten die finf CBMs PpCBM1, BaCBM2, BsCBM2, BICBM5 und ucCBM10
eine Affinitat zu PET. Insbesondere BaCBM2 stellte sich als vielversprechender Kandidat fiir
industrielle Anwendungen heraus und fungierte als Modell-Bindepeptid, um die
Wechselwirkung zwischen CBMs und PET zu studieren. Die Kombination aus in silico und in
vitro Methoden zeigte, dass exponierte Aromaten des Peptids Uber 11-stacking Interaktionen
sowie polare Reste Uber Wasserstoffbriickenbindungen mit PET interagieren. In einer ersten
Machbarkeitsstudie konnte BaCBM2 erfolgreich zur Funktionalisierung von PET mit TEMs
eingesetzt werden. Zudem konnte das Anwendungspotential von BaCBM2 durch den Einsatz
in der Methodenentwicklung zur Detektion von PET-Nanoplastik demonstriert werden.

Durch Projektpartner wurden strukturell unterschiedliche AMPs als PP-Bindepeptide
identifiziert und das Funktionalisierungspotential von PP mit einem der Peptide (LCl) gezeigt.
Die rekombinante Produktion von LCI im groflen Malstab stellt jedoch durch die
antimikrobiellen Eigenschaften eine Herausforderung dar. Um das LCI zur Funktionalisierung
von PP in groRtechnischen Verfahren anwenden zu kénnen, wurde daher in dieser Arbeit ein
passendes, mikrobielles Produktionssystem identifiziert und etabliert. Mit Pichia pastoris als
Expressionswirt konnten 0,69 g/L LCI erreicht werden. Das rekombinante LCI zeigte weiterhin

eine Bindung an PP und konnte beispielhaft zur homogenen Beschichtung von hydrophoben



Zusammenfassung

Oberflachen verwendet werden. Zusammenfassend konnten neue Bindepeptide fur vielfaltige
Anwendungsfelder identifiziert, produziert und charakterisiert werden. Die Identifizierung eines
geeigneten Expressionssystems flr das PP-Bindepeptid LCI ermdglicht erstmals die
Entwicklung eines groRtechnischen, Peptid-basierten Verfahrens zur PP-Funktionalisierung.
Die Ergebnisse dieser Studie tragen daher zum Fortschritt in der biotechnologischen

Anwendung Polymer-bindender Peptide bei.
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The commercial use of synthetic polymers has steadily increased over the past decades.
Poly(ethylene terephthalate) (PET) and polypropylene (PP) are amongst the most produced
polymers, finding application mainly in textile and packaging industry. Due to their highly
hydrophobic properties, surface modifications of the materials are often crucial for industrial
applications. Such modifications are conventionally realized by physical or chemical
processes. In contrast, peptides with an affinity for synthetic polymers could enable eco-
friendly processes as well as versatile functionalizations and were subject of this thesis. Main
focus was on plastic-affine peptides that can be anchored on synthetic polymers, together with
functional building blocks like pigments for dyeing of textiles or thermo-expansive
microspheres (TEMs) for waterproof sealing of seams. Interesting peptide-candidates are
carbohydrate-binding modules (CBMs) and antimicrobial peptides (AMPs) as they can bind
natural polymers like polysaccharides and cell membranes, respectively. CBMs have already
been successfully applied as PET-binding peptides and fused to PET-hydrolyzing enzymes in
order to increase substrate affinity.

In this study, additional PET-binding peptides were identified by rationally selecting eight CBMs
based on structure- and sequence data. The selected peptides were heterologously expressed
and their affinity assessed in vitro. To this end, a “PET Surface Affinity Assay” was developed
that enables semi-quantitative evaluation of the PET-affinity of proteins. PET-affinity could be
shown for CBMs PpCBM1, BaCBM2, BsCBM2, BICBM5 and ucCBM10 using this technique.
Notably BaCBM2 turned out to be a promising candidate for industrial applications and was
used as a model binding-peptide to investigate CBM-PET interplay. The combined in silico and
in vitro analyses revealed PET interaction of exposed aromatic residues of the peptide via
m-stacking interactions and of polar residues via hydrogen bonding. Furthermore, BaCBM2
could successfully be applied to functionalize PET with TEMs in a first feasibility study and its
application potential could be demonstrated during development of a PET-nanoplastic
detection method.

Project partners identified structurally diverse AMPs as PP-binding peptides and could show
the functionalization potential of PP with one of the peptides (LCI). However, large scale
production of recombinant LCI is challenging due to its antimicrobial properties. In order to
apply the LCI for functionalization of PP in large scale processes, a suitable microbial
expression system was identified and established in this work. Using Pichia pastoris as an
expression host a yield of 0.69 g/L LCl was obtained. The recombinant LCI still showed PP
binding and could be used to homogenously coat hydrophobic surfaces. Overall, new binding
peptides for versatile areas of application could be identified, produced and functionally
characterized. The identification of a suitable expression system for the PP-binding peptide

LCI furthermore enables the development of a peptide-based PP-functionalization process for
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industrial purposes for the first time. Thus, the results of this study contribute to the progress

in biotechnological applications of polymer-binding peptides.
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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Synthetische Polymere

1.1.1 Polyethylenterephthalat und Polypropylen

Polyethylenterephthalat (PET) und Polypropylen (PP) sind thermoplastische Kunst-
stoffe (= formbar bei Warme) und gehoéren zu den am haufigsten genutzten synthetischen
Polymeren des taglichen Lebens (Maddah, 2016; Wei und Zimmermann, 2017a). PET gilt zur
Zeit als das meist produzierte synthetische Polyester, dessen Monomere aus Terephthalsaure
und Ethylenglycol bestehen (Abb. 1.1 A) (Pellis et al., 2016; Wei und Zimmermann, 2017b).
Hauptsachlich wird PET genutzt um daraus Fasern, Filme und Harze herzustellen, welche in
der Textil- und Elektroindustrie, fir medizinische Gerate sowie fur Verpackungen von
Lebensmitteln und Getranken eingesetzt werden (Pellis et al., 2016; Zimmermann und Billig,
2011). Das Polymer kann eine amorphe oder teilkristalline Struktur aufweisen und ist durch
eine hohe Festigkeit und Harte gekennzeichnet (Kdpnick et al., 2012; Wei und Zimmermann,
2017a). AuRerdem weist es eine starke mechanische Belastbarkeit, eine hohe chemische
Resistenz und eine geringe Gasdurchlassigkeit auf (Kdpnick et al., 2012; Webb et al., 2013).
PP ist ein petrochemisches Polymer, welches sich aus monomeren Einheiten von Propylen
zusammensetzt (Abb. 1.1 B). Es besitzt eine sehr geringe Dichte und hat eine teilkristalline
Struktur (Michler, 2008). Ahnlich wie PET ist PP besténdig gegenliber Chemikalien und Hitze
sowie mechanisch stark belastbar (Maddah, 2016; Webb et al., 2013). Da es zudem auch
kostengiinstig ist, findet das Material Anwendung in einer Vielzahl verschiedener Bereiche
(Liang et al., 1998; Shubhra et al., 2013). Vorrangig werden aus PP Spritzguss-Produkte sowie
Fasern und Filme produziert, die beispielsweise in Verpackungen, Haushaltswaren oder der
Automobilindustrie verwendet werden (Andrady und Neal, 2009; Maddah, 2016; Srivastava
und Srivastava, 2014).

o<

Abb. 1.1: Strukturformeln von Polyethylenterephthalat (A) und Polypropylen (B).

1.1.2 Funktionalisierung synthetischer Polymere

Synthetische Polymere, darunter auch PET und PP haben einen stark hydrophoben
Charakter. Dieser kann in vielen Anwendungsbereichen einen grofien Nachteil darstellen, da

die Oberflachen kaum benetzbar und nur schwer zu funktionalisieren sind (Pellis et al., 2016;
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Vertommen et al., 2005). Durch Modifizierung der Oberflache ist es jedoch mdglich, die
Hydrophilitdt zu erhéhen und somit die Verarbeitbarkeit der Materialien zu verbessern
(Zimmermann und Billig, 2011). Beispielsweise kann Farbe besser ins PET-Gewebe
aufgenommen werden, wenn die Oberflache hydrophiler ist (Kim und Song, 2006). Ein
weiteres Beispiel ist, dass antistatische Eigenschaften sowie die Benetzbarkeit von Polyestern
durch eine kontrollierte Hydrolyse der Oberflache verbessert werden kénnen (Andersen et al.,
1999; Hsieh et al., 2003). Auch im Prozess der Bio-Beschichtung von synthetischen
Polymeren zur Anwendung in der Mikroelektronik- oder Verpackungsindustrie stellt die
Hydrophilisierung der Oberflachen einen entscheidenden Schritt dar (Guebitz und Cavaco-
Paulo, 2008). Um die Oberflache von synthetischen Polymeren zu modifizieren, wurden
bereits diverse chemische und physikalische Methoden beschrieben. Hierzu zahlen
Plasmabehandlungen zur Einfihrung von hydrophilen Gruppen, der Einsatz von chemischen
Veredlern, die auf hydrophilen carboxyl-enthaltenden Polymeren basieren sowie eine
alkalische oder saure Hydrolyse (Brueckner et al., 2008; Guebitz und Cavaco-Paulo, 2008;
McCord et al., 2002; Negulescu et al., 2000; Soane et al., 2008; Tkavc et al., 2013). Diese
konventionellen Techniken kénnen jedoch eine Vielzahl von Nachteilen aufweisen. Sie kébnnen
die Umwelt durch den Einsatz von aggressiven Chemikalien stark belasten, zu Verlust in
Festigkeit und Gewicht fihren und das Ausmal’ der Materialmodifikation ist oft nur schwer zu
kontrollieren (Battistel et al., 2001; Chan et al., 1996; Eberl et al., 2009; Shukla et al., 1997).
Uberdies kénnen die Verfahren energieaufwendig, unspezifisch, kostspielig oder aufwendig in
der Durchflihrung sein (Battistel et al., 2001; Chan et al., 1996; Eberl et al., 2009; Shukla et
al., 1997; Zeronian und Collins, 1989).

Als alternative Oberflachenmodifizierung von Polyestern, insbesondere von PET wurde die
enzymatische Hydrolyse durch Lipasen, Esterasen und Cutinasen beschrieben, welche polare
Gruppen an der Polymeroberflache einflihren (Billig et al., 2010; Brueckner et al., 2008; Eberl
et al., 2008; Eberl et al., 2009; Fischer-Colbrie et al., 2004; Herrero Acero et al., 2011; Kanelli
et al., 2015; Kleeberg et al., 2005; Mueller, 2006; Poultney et al., 2012; Ribitsch et al., 2012;
Roth et al., 2014). Vorteile solcher biokatalytischen Modifikationen sind, dass diese unter
milden Reaktionsbedingungen, spezifisch und auf die Polymeroberflache beschrankt,
durchgefihrt werden kdnnen, sodass die Haupteigenschaften und die mechanische Stabilitat
nicht verandert werden (Pellis et al., 2016; Vertommen et al.,, 2005; Wavhal und
Balasubramanya, 2011; Zimmermann und Billig, 2011). Um die Aktivitat der Enzyme und damit
die PET-Hydrolyse zu steigern, wurden unterschiedliche Ansatze beschrieben. Durch
rationales Enzym-Engineering wurde beispielsweise das aktive Zentrum sowie die umgebende
Region von Cutinasen zur Steigerung der Substratbindung modifiziert (Araudjo et al., 2007;
Silva et al., 2011). In weiteren Studien wurde die Thermostabilitdt der Enzyme durch gerichtete
Mutagenese erhoht (Kawai et al., 2014; Then et al., 2015; Then et al., 2016). Bei Temperaturen
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nahe der Glasubergangstemperatur von PET (T, > 65°C) steigt die Mobilitdt der amorphen
Teile des Polymers, wodurch diese fiur das Enzym zuganglicher werden (Wei und
Zimmermann, 2017b). Daher koénnen Enzyme mit hoher Stabilitat in diesem
Temperaturbereich zu einer gesteigerten PET-Hydrolyse flihren. Darliber hinaus tragen
verbesserte Adsorptionseigenschaften durch Veranderung der Oberflache sowie durch Fusion
von Hydrophobinen oder Bindemodulen, darunter sowohl Kohlenhydrat-bindende Module
(CBMs) als auch Polyhydroxyalkanoat-bindende Module (PBMs) zur gesteigerten
Polymerhydrolyse bei (Araujo et al., 2007; Espino-Rammer et al., 2013; Herrero Acero et al.,
2013; Perz et al., 2015; Ribitsch et al., 2013; Ribitsch et al., 2015; Zhang et al., 2013).
Gegenstand der Forschung innerhalb des Projekts ,Funktionalisierung von Polymeren®
(,FuPol“-Projekt) ist eine weitere und vdllig neue Strategie der Modifizierung von synthetischen
Polymeren, bei der (ber Polymer-bindende Peptide funktionale Bausteine bei
Raumtemperatur und in wassriger Losung auf die Materialoberflache aufgebracht werden
sollen. Insbesondere im Bereich der Textilveredelung und -farbung kénnte solch eine
Technologie Anwendung finden und ein 6kologischer Lésungsansatz flr verschiedene
Problemstellungen sein. Da konventionelle Produktionsprozesse zur Funktionalisierung von
Garnen sehr energie- und wasserintensiv sind, ist die Entwicklung von umweltfreundlicheren
und wirtschaftlicheren Verfahren, die zudem keine groRen Uberschiisse an
Funktionalisierungsagens erfordern, von grofsem Interesse.

Beispielsweise stellen Nahte bei wasserdichten Textilien wie Schuhen, Zelten oder Jacken
eine Schwachstelle dar, da Wasser durch die beim Nahvorgang entstandenen Einstichldcher
eindringen kann (Perera und Mauretti, 2010). Durch die Verwendung von Industrienahgarnen,
deren Fasern mit thermoexpandierenden Mikrospharen (TEMs) veredelt wurden, kdnnen
hingegen die Nadellécher verschlossen werden, da sich die TEMs durch Hitzebehandlung
ausdehnen und so die Naht abdichten (Perera und Mauretti, 2010). TEMs sind kleine
(Mikrometer-groRe), expansive Kapseln, die aus einer auferen Polymerhille und
Kohlenwasserstoff im Inneren bestehen (Abb. 1.2 A). Sie kdnnen in einem initialen, nicht-
expandierten oder in einem expandierten Zustand vorliegen (Abb. 1.2 B). Die Hiulle ist
typischerweise ein gasdichtes, thermoplastisches Polymer oder Copolymer und schlief3t
komprimiert flissigen Kohlenwasserstoff ein (Samel, 2007). Sobald die Umgebungs-
temperatur Uber die Glastibergangstemperatur des Polymers steigt, wird das Polymer weicher
und der Kohlenwasserstoff geht in den gasférmigen Zustand Gber (Loomis et al., 2013). Dabei
nimmt das Volumen des Kohlenwasserstoffs stark zu, der interne Druck steigt und die flexible
Polymerhille dehnt sich aus (Roxhed et al., 2006). Der Expansionsvorgang findet so lange
statt, bis sich ein Gleichgewicht zwischen dem Druck im Inneren und der Spannung der

Polymerhille einstellt (Samel, 2007). Bei Abklhlung der Kapsel verbleibt diese in der



Einleitung

expandierten Form, da das thermoplastische Polymer wieder erhartet (Roxhed et al., 2006).

Somit ist die Expansion des TEMs irreversibel.

A B

Copolymer-Hiille

initial

expandiert

Kohlenwasser-
stoff (Gas)

Copolymer-

Hiille
Kohlenwasser-
stoff (flissig)

initial (@ ~ 7 um) I expandiert (& ~ 18 ym)

Abb. 1.2: Thermoexpandierende Mikrospharen.

(A) Schnittmodel. (B) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen vor und nach Expansion. Zu sehen
ist der Expancel® Mikrospharen-Typ 461DU20 von AkzoNobel N.V. (Amsterdam, Niederlande) mit
einem durchschnittlichen Durchmesser von 7,1 £ 1,9 ym im initialen Zustand und 17,8 + 3,8 ym im
expandierten Zustand. Die Abbildungen A und B sind modifiziert nach Loomis et al. (2013).

Eine Fixierung der TEMs auf der Textilfaser Uber Polymer-bindende Peptide wirde eine
Auftragung bei Raumtemperatur erlauben und so das intrinsische Problem umgehen, dass die
Kapseln nicht bei hohen Temperaturen verarbeitet werden kénnen (,FuPol“-Projekt). Neben
TEMSs sind weitere funktionale Bausteine fir die Textilveredelung denkbar. Unter anderem
kénnten perfluorierte Carbonsauren Uber Polymer-bindende Peptide auf Garne aufgetragen
werden, sodass auch die Nahte von Textilien mit anschmutzungshemmender Ausristung
versehen werden koénnten (,FuPol“-Projekt). Derzeitige Prozesse sind kostspielig, durch hohe
Prozesstemperaturen energieaufwenig und erfordern eine intensive Aufbereitung des
Produktionsabwassers (Schindler und Hauser, 2004). Ebenso koénnte die Technologie
eingesetzt werden, um Textilfasern mit Fluoreszenzmarkern zu bestlcken, welche als
Sicherheitsmerkmal eine Unterscheidung zwischen Originalprodukt und Falschung zulassen
(,FuPol“-Projekt). Auch koénnten Polymer-bindende Peptide in der Entwicklung einer
neuartigen Farbemethode von Kunstfasern Anwendung finden. Kunstfasern aus PP kdnnen
mit klassischen Techniken nicht oder nur unvollstandig gefarbt werden. Farbstoffe sind I6sliche
Farbmittel und werden vorwiegend zum Farben von Textilien, Papier und Leder eingesetzt
(Glrses et al.,, 2016). Da der Zugang von Farbstoffen zu PP durch den nicht-polaren,
aliphatischen Charakter sowie der Kristallinitdt stark eingeschrankt ist, kann dieses
synthetische Polymer durch die konventionelle Methode im Farbebad nicht gefarbt werden
(MarcinCin, 1999; Ujhelyiova et al., 2007). Pigmente charakterisieren sich hingegen als
unlésliche Farbmittel und werden direkt in das Anwendungsmedium eingearbeitet (Broadbent,
2001; Marcingin, 1999). Diese Alternative wird zum Beispiel haufig zum Einfarben von Lacken,
Kosmetika oder aber auch Kunststoffen verwendet (Bartholomey, 2015; Herbst und Hunger,

2004; Schiek, 1980). Die Pigmente werden in organische und anorganische Pigmente
4
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untergliedert, wobei organische Pigmente im Gegensatz zu anorganischen Pigmenten nicht
hitzestabil, daflir heller und intensiver sind (Marcin¢in, 1999; Schiek, 1980). Aufgrund der
erforderlichen hohen Prozesstemperaturen bei Kunststoffen ist der Einsatz von Pigmenten
stark eingeschrankt (Herbst und Hunger, 2004). PP kann beispielsweise im
Schmelzspinnverfahren gefarbt werden (Herbst und Hunger, 2004; Marcincin, 1999). Bei
dieser Technik wird das PP geschmolzen (Schmelztemperatur 175°C), dann durch eine
Spinndrise gepresst (Spinntemperatur 240-300°C) und erstarrt anschlieRend beim Abkuthlen
(Herbst und Hunger, 2004). Pigmente, welche in diesem Hoch-Temperatur-Verfahren
eingesetzt werden, missen somit eine aulRerordentliche Hitzestabilitat aufweisen. PP-Fasern
werden daher nur selten in der Textilindustrie verwendet (The Fiber Year 2015: World Survey
on Textiles & Nonwovens., 2015). Eine biotechnologische Alternative stellen Polymer-
bindende Peptide dar, Uber welche organische, hitzeinstabile Pigmente bei Raumtemperatur

auf Kunstfasern gebunden werden kénnten (,FuPol“-Projekt).

1.1.3 Kunststoffe in der Umwelt

Weltweit steigt die Nutzung von Plastik und viele der Kunststoffabfélle gelangen Uber die
terrestrische Umwelt und Stlgewasser in die Weltmeere (Andrady, 2011; Horton et al., 2017;
Koelmans et al., 2015; Tanaka und Takada, 2016). Es wird geschatzt, dass zur Zeit
mindestens 5,25 x 10"? Plastikpartikel in den Ozeanen schwimmen und die Anzahl mit
steigendem Konsum weiter zunimmt (Eriksen et al., 2014). Die Verschmutzung der Umwelt
mit Plastikteilen wurde mittlerweile als ein groRes Problem fur die Qualitdt von SuR- sowie
Meerwasser erkannt und wird daher auch immer haufiger Gegenstand von Forschung und
Entwicklung (Koelmans et al., 2015). Im Zuge dessen wird das Plastik nach verschiedenen
Kategorien, unter anderem nach der GroRe klassifiziert. Allerdings gibt es bisher keine
einheitliche Definition. Hier wurde das Mikro- und Nanoplastik jeweils so definiert wie es in der
entsprechenden Studie verwendet wurde. Weiter ist zur Orientierung eine mdgliche
Begriffserklarung aufgefuhrt: Makroplastik > 25 mm, Mesoplastik 5 mm bis 25 mm, Mikro-
plastik 20 ym bis 5 mm und Nanoplastik < 20 ym (Wagner et al., 2014). Mikro- und
Nanoplastikpartikel entstehen zum einen in der Umwelt durch die Verwitterung von gré3eren
Plastikteilen, deren Prozess sich aus Photodegradation, Biodegradation, thermo-oxidativer
Degradation und Hydrolyse zusammensetzt (Andrady, 2011; Gewert et al., 2015; Yoshida et
al., 2016; Yousif und Haddad, 2013). Zum anderen werden angefertigte Mikro- und
Nanoplastikpartikel aus Konsumgitern (iber den Abfluss in das Okosystem eingefiinhrt
(Andrady, 2011; Koelmans et al., 2015). Als populares Beispiel sind hier kleine Plastikpartikel
zu nennen, die wegen ihres Peeling-Effekts in Kosmetika eingesetzt werden (Abb.1.3) (Fendall
und Sewell, 2009; Gouin et al., 2015). Einmal in die Umwelt gelangt, persistiert das Plastik dort

und fragmentiert weiter in kleinere Partikel (Horton et al., 2017; Wei und Zimmermann, 2017b).
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Welche Umweltgefahren davon ausgehen und in welchem Ausmal diese stattfinden, ist nur
schwer abzuschatzen (Horton et al., 2017; Koelmans et al., 2015; Wagner et al., 2014). Fest
steht, dass Mikroplastik von Organismen aufgenommen wird und sich so in der Nahrungskette
anreichert (Abb.1.3). Dies wurde vor allem bei Meerestieren beobachtet (Bugoni et al., 2001;
Eriksson und Burton, 2003; Graham und Thompson, 2009; Jemec et al., 2016; Lonnstedt und
Eklév, 2016).

Abb. 1.3: Mikroplastik in Kosmetikprodukten und in Zooplankton.

(A) Polyethylen-Klgelchen. Mikroplastik, das typischerweise in Kosmetikprodukten eingesetzt wird (10—
106 um). Die Abbildung ist modifiziert nach Syberg et al. (2015). (B) Ruderful3krebs Centropages typicus
(dorsale Sicht) mit 7,3 um Polystyren-Kigelchen. Das Plastik wurde durch Fluoreszenzmikroskopie
sichtbar gemacht. Die Abbildung ist modifiziert nach Cole et al. (2013). Jeweiliger MaRstab (weille
Linien): 100 pym.

Wahrscheinlich konnen die Partikel nicht nur lange im Darm verweilen, sondern auch die
Darmwand uberqueren und in anderen Korperteilen lokalisieren (Browne et al., 2008; von
Moos et al., 2012). Die Aufnahme von Mikroplastik kann zu inneren Verletzungen und
grofReren Entziindungsreaktionen durch toxische Effekte flihren (Anderson et al., 2016; von
Moos et al., 2012). Dies kann die Vermehrung, das Wachstum oder die Fitness der Individuen
negativ beeinflussen (Besseling et al., 2013; Galloway und Lewis, 2016; Horton et al., 2017;
Sussarellu et al., 2016). Betroffen sind auch Spezies, welche flr viele essentielle Prozesse
des Okosystems wichtig sind, wodurch auch der Nahrstoffkreislauf und die Zersetzung
beeinflusst sein konnten (Besseling et al., 2013; Horton et al., 2017; Huerta Lwanga et al.,
2017). Alarmierend ist die Beobachtung des trophischen Transfers und der Anreicherung von
Plastik in der Nahrungskette, da auch Organismen aus niedrigen trophischen Ebenen
Plastikpartikel aufnehmen (Avio et al., 2016; Farrell und Nelson, 2013). Neben dem
Okologischen Einfluss weist Mikroplastik auch eine chemische Gefahr auf, da die
synthetischen Polymere haufig chemische Weichmacher enthalten (Horton et al., 2017). Viele
dieser Additive sind toxisch oder gelten als endokrine Disruptoren, die in das Hormonsystem
eingreifen (Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Oehlmann et al., 2009; Rochman et al., 2013).
Man geht davon aus, dass sich diese Chemikalien Uber die Zeit vom Plastik I16sen und dadurch

ins Okosystem gelangen (Avio et al., 2016; Cole et al., 2011). Darlber hinaus kann
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Mikroplastik mit organischen und anorganischen Schadstoffen belastet sein (Horton et al.,
2017; Lee et al., 2014; Wang et al., 2016; Wang et al., 2017). Dies ist sowohl auf die
spezifische Oberflache und Van-der-Waals-Krafte, als auch auf eine hohere Affinitdt von
organischen Schadstoffen zu hydrophoben Materialien als zum Meerwasser zuriickzuflihren
(Wang et al., 2016). Wie viele Schadstoffe vom Mikroplastik adsorbiert und auch wieder
ausgewaschen werden, ist abhangig von der Textur und der Grof3e des Partikels (Horton et
al., 2017). Dabei steigt das Potential der Partikel mit Chemikalien zu interagieren, je groRer
die Oberflache im Verhaltnis zum Volumen des Partikels ist (Horton et al., 2017; Mattsson et
al., 2015). Demzufolge konnten gerade stark verwitterte Partikel, deren Oberflache durch
Abrieb und Rissbildung vergréRert wurde, viele toxische Komponenten gebunden haben
(Horton et al., 2017; Ivar do Sul und Costa, 2014). Insbesondere das Nanoplastik wird wegen
seiner grof’en Oberflache im Verhaltnis zum Volumen als sehr gefahrlich eingestuft (Koelmans
et al., 2015; Liu et al., 2016; Velzeboer et al., 2014). Zudem kénnte Nanoplastik wegen der
PartikelgroRe biologische Barrieren Uberqueren sowie in Gewebe eindringen und dort
akkumulieren (CONTAM, 2016; Kashiwada, 2006; Mattsson et al., 2015; Salvati et al., 2011).
Uber das Individuum hinaus besteht die Gefahr, dass Nanoplastik in die chemische
Kommunikation zwischen Spezies eingreift und zwischen trophischen Ebenen transferiert wird
(Cedervall et al., 2012; Koelmans et al., 2015). Bisher wurden nur wenige Daten Uber die
Akkumulation und die Auswirkung von Nanoplastik auf die aquatische Umwelt gesammelt,
jedoch deuten die wenigen Studien schwerwiegende und fir die PartikelgroRe spezifische
Effekte an (Andrady, 2011; Koelmans et al., 2015; Mattsson et al., 2015). Daher besteht ein
grofRes Interesse, den Einfluss von Nanoplastik auf die Umwelt weiter zu erforschen und daflr
erforderliche, experimentelle Methoden zu entwickeln (Mattsson et al., 2015). Beispielsweise
steht die Entwicklung von analytischen Methoden zur Detektion von Nanoplastik erst am
Anfang, sodass Nanoplastik auch noch nicht in Umweltproben, Trinkwasser oder
Nahrungsmitteln detektiert werden konnte (CONTAM, 2016; Horton et al., 2017; Koelmans et
al., 2015). Demzufolge konnte auch das tatsachliche Vorkommen von Nanoplastik in der
Umwelt bisher noch nicht nachgewiesen werden, auch wenn in Fachkreisen kaum Zweifel an
dessen Existenz besteht (CONTAM, 2016; Koelmans et al., 2015).

1.2 Polymer-bindende Peptide

1.2.1 Kohlenhydrat-bindende Module

Kohlenhydrat-bindende Module (CBMs) werden definiert als ,autonom faltende
Aminosauresequenzen innerhalb von Kohlenhydrat-aktiven Enzymen mit Kohlenhydrat-
Bindeaktivitat“ (Shoseyov et al., 2006). Zu den Kohlenhydrat-aktiven Enzymen (Carbohydrate-

Active EnZymes; CAZy) zahlen mehrere Enzymklassen, welche den Abbau, die Biosynthese
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oder die Modifikation von Kohlenhydraten und Glykokonjugaten katalysieren (Lombard et al.,
2014). Viele dieser Biokatalysatoren sind modular aufgebaut und setzen sich aus katalytischen
und nicht-katalytischen Einheiten zusammen (Lombard et al., 2014). CBMs sind nicht-
katalytische Module und meist am N- oder C-Terminus lokalisiert (Boraston et al., 2004;
Shoseyov et al., 2006). Die Module vermitteln die Assoziation von Kohlenhydrat-aktiven
Enzymen mit Polysacchariden, indem sie diese erkennen und binden (Boraston et al., 2004).
Dadurch bringen und halten sie die katalytische Domane des Enzyms in der Nahe des
Substrats und potenzieren so die katalytische Aktivitat (Guillén et al., 2010). Die CBMs fuhren
also die Enzyme zur Substratoberflache und konzentrieren sie dort (Bolam et al., 1998;
Boraston et al.,, 2004). Daneben koénnen einige CBMs Polysaccharid-Strukturen nicht-
katalytisch zerstéren und machen dadurch das Substrat fur das Enzym zuganglicher (Din et
al., 1994b; Gao et al., 2001; Southall et al., 1999). Die Ligandenspezifitat der CBMs reicht von
(nicht-) kristalliner Cellulose Gber Chitin zu B-Glucanen, Xylan, Mannan, Galactan und Starke,
wobei hauptsachlich die Topographie der CBM-Bindestelle Gber die Fahigkeit zur Bindung
entscheidet (Boraston et al., 2004; Guillén et al., 2010). Eine zentrale Rolle bei der CBM-
Kohlenhydrat Wechselwirkung spielen aromatische Aminosauren, primar Tryptophane sowie
Tyrosine und seltener Phenylalanine, welche hydrophobe Interaktionen mit den Zuckerringen
der Polysaccharide eingehen kénnen (Asensio et al., 2013; Boraston et al., 2004; Din et al.,
1994a; McLean et al., 2000; Pell et al., 2003; Simpson et al., 2000). Die Diversitat in der
Bindespezifitat und -affinitdt wird hierbei durch die Positionierung und Orientierung der
Aromaten sowie durch Loop-Strukturen in der Bindestelle definiert (Boraston et al., 2004).
Diese flihren typischerweise zu planaren, gewundenen oder Sandwich-Interaktionsflachen,

welche die jeweilige Struktur des Polysaccharids abbilden (Abb. 1.4).

A B C

Abb. 1.4: Typische Anordnung aromatischer Aminosaurereste in CBM-Bindestellen.

(A) Planare Interaktionsflache in CGJCBM10. (B) Gewundene Interaktionsflache in PeCBM29-2. (C)
Sandwich-Interaktionsflache in CfCBM4-2. Graue Striche stellen das Ca-RUckgrat dar, aromatische
Aminosaurereste der Interaktionsfliche sind in grau hervorgehoben und die gebundenen
Oligosaccharide sind in blau dargestellt. Die Abbildung ist modifiziert nach Boraston et al. (2004).
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Des Weiteren kdnnen Wasserstoffbriickenbindungen an der CBM-Kohlenhydrat Interaktion
beteiligt sein, welche sich zwischen Hydroxygruppen der Kohlenhydrate und polaren Resten
der CBM-Bindestelle bilden (Asensio et al., 2013; Guillén et al., 2010). CBMs werden anhand
einer Reihe verschiedener Kriterien klassifiziert. Uber Ahnlichkeiten in der Aminoséaure-
sequenz werden CBMs in Familien eingeordnet (Coutinho und Henrissat, 1999). Zurzeit
beschreibt die CAZy-Datenbank (http://www.cazy.org) 81 verschiedene Familien (Lombard et
al., 2014). In Boraston et al. (2004) wurden CBMs zudem in sieben Faltungsfamilien und tber
Struktur und Funktion in drei Typen unterteilt. Der Typ A beschreibt ,Surface-Binding CBMs*
und lasst sich klar von den anderen Typen abgrenzen. CBMs der Familien 1, 2a, 3, 5 und 10
werden diesem Typ zugeordnet. Solche CBMs weisen im Speziellen eine Affinitat zu
unléslicher, hoch kristalliner Cellulose oder Chitin auf, wohingegen sie I6sliche Kohlenhydrate
kaum oder gar nicht binden. Charakteristisch ist eine planare Anordnung der aromatischen
Aminosaurereste in der Bindestelle, welche komplementar zur flachen Ligandoberflache ist.
Wasserstoffbriickenbindungen scheinen nur eine untergeordnete Rolle in der CBM-Liganden
Interaktion zu spielen. CBMs des Typs B binden Polysaccharidketten, wobei der
Polymerisationsgrad die Bindefahigkeit beeinflusst. Die Bindestelle erinnert an eine Furche
und baut sich aus mehreren Untereinheiten auf, sodass sie sich individuell an die Monomere
der Polymerkette anpassen kann. Den Typ C kennzeichnen ,Small Sugar Binding CBMs",
welche auf ahnliche Weise wie Lektine Mono-, Di- und Trisaccharide binden. Neben
hydrophoben Wechselwirkungen haben Wasserstoffbriickenbindungen bei CBMs der Typen
B und C einen wesentlichen Einfluss auf die Bindeaffinitat und Ligandenspezifitat (Notenboom
et al., 2001; Pell et al., 2003; Xie et al., 2001).

CBMs werden in der Nomenklatur mit dem Organismus und der Familie angegeben,
beispielsweise: TrCBM1, CBM der Familie 1 aus Trichoderma reesei (T. reesei) (Boraston et
al., 2004). Die zuerst identifizierten Cellulose-bindenden Doméanen (CBD) werden mittlerweile
den CBMs zugeordnet; die Bezeichnung wird jedoch weiterhin fur die Beschreibung von
Modulen verwendet, welche Cellulose binden (Shoseyov et al., 2006).

Nahezu ubiquitdr sind CBMs in Polysaccharid-hydrolysierenden Enzymen von
Pflanzenzellwanden vertreten, wobei deren Polysaccharide sehr divers sind und sich sowohl
in Typ und Rickgratverbindung als auch durch Modifikationen wie Methylierungen oder
Acetylierungen unterscheiden (Boraston, 2005; Fangel et al., 2012; Popper, 2008). Um sich
an die Vielfalt der Polysaccharide anpassen zu kénnen, ist die Bindung der CBMs promiskuitiv
(Charnock et al., 2002; Obembe et al., 2007). Das bedeutet, dass ein CBM verschiedene
Polysaccharide binden kann. Beschriebene Dissoziationskonstanten von CBMs liegen im
mikromolaren Bereich; CtCBM3-BMCC K, = 0,5 uM (Georgelis et al., 2012), ucCBM72-Avicel®
Ks = 2,1 uM (Duan et al., 2016), CBDcppa-Avicel® Ky = 0,6 uM (Goldstein et al., 1993),
TpCBM20-Starke Ky = 0,5 uM (Oh et al., 2015) (BMCC; bacterial microcrystalline cellulose,
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Avicel®; kommerziell erhaltliche, mikrokristalline Cellulose). Im Vergleich zu der Biotin-
Streptavidin Bindung, welche als starkste nicht-kovalente, biologische Interaktion bekannt ist
und eine Dissoziationskonstante von Ky~ 4 x 10™* M (= 0,00000004 uM) hat (Holmberg et al.,
2005), ist die Affinitdt der CBMs zu Kohlenhydraten eher niedrig einzuordnen. Dies deutet
darauf hin, dass eine sehr starke CBM-Ligand Bindung nachteilig ist (Boraston et al., 2004;
Guillén et al., 2010). Damit die Glykosid-Hydrolasen Zugang zur kompletten Pflanzenzellwand
erhalten, ist es wichtig, dass die CBMs das Enzym nicht fest auf ihrem Substrat verankern,
sondern dass dieses mobil bleibt und sich tUber die Oberflache bewegen kann (Boraston et al.,
2004; Jung et al., 2013; Machado et al., 2009; McLean et al., 2000). Teilweise kommen in
einem Protein mehrere CBMs vor, welche die Substrataffinitdt um ein Vielfaches durch
kooperative Bindung steigern kénnen (Boraston et al., 2002; Boraston et al., 2007; Gilbert et
al., 2002; Guillén et al., 2007).

Die Vielfalt der CBMs in Selektivitat und Affinitat flir verschiedenste Polysaccharide sowie die
autonome Faltung des Moduls erlauben eine enorme Bandbreite an biotechnologischen
Anwendungen (Levy und Shoseyov, 2002; Oliveira et al., 2015; Shoseyov et al., 2006). CBMs
wurden unter anderem in der Bioprozesstechnik, der Zellimmobilisierung, als analytische
Werkzeuge in Forschung und Diagnostik, zur Bioremediation oder zur Modifizierung von
Enzymcharakteristika und Fasern eingesetzt (Shoseyov et al., 2006). Exemplarisch werden
hier einige Studien vorgestellt, welche sich wie in dieser Arbeit mit den Anwendungsfeldern
der Bioremediation sowie der Fasermodifizierung beschéftigten. Dies verschafft nicht nur
einen Uberblick Uber literaturbeschriebene Anwendungen, sondern untermauert auch das
Potential fir das Vorhaben dieser Arbeit. CBMs wurden bereits in der Entwicklung eines
biotechnologischen Verfahrens zur Entfernung von Schwermetallen aus der Umwelt
angewendet. Die auf Cellulose immobilisierte Fusion aus einem CBM und einem synthetischen
Phytochelatin konnte zur effizienten Entfernung von Cadmium eingesetzt werden (Xu et al.,
2002). CBMs wurden auch in einem System zur Detoxifizierung von Nervenwirkstoffen
verwendet (Wang et al., 2002). Dazu wurden Bakterienzellen genetisch so manipuliert, dass
sie  sowohl Organophosphorus-Hydrolasen als auch CBMs auf der Zelloberflache
prasentierten. Die exponierten CBMs erlaubten eine Immobilisierung der Zellen auf einem
Cellulose-Trager und die Enzyme hydrolysierten Organophosphat-Nervenwirkstoffe. Eine
zuklnftige Applikation solch eines Entgiftungssystems koénnte in der Entwicklung von
Protektionskleidung aus Baumwolle gegen Nervengas liegen (Shoseyov et al., 2006). Weiter
bietet die nicht-hydrolytische Zerstérung von Polysacchariden durch einige CBMs Potential zur
Modifikation von Fasern (Din et al., 1991). So wurden isolierte CBMs genutzt, um
Polysaccharid-Strukturen anzurauen und dadurch die Farbeeigenschaft von Cellulose-Fasern
zu verandern (Gilkes et al.,, 2001). Auch konnte durch Bindung von CBMs auf

Baumwollgewebe die Affinitat von Farbstoffen erhéht werden (Cavaco-Paulo et al., 1999). In
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der Textilindustrie finden sich aber auch noch weitere biotechnologische Anwendungen der
CBMs. Waschpulver enthalten beispielsweise viele rekombinante Enzyme wie Amylasen,
Proteasen oder Lipasen, die keine native Affinitat zu Cellulose-Gewebe aufweisen (Levy und
Shoseyov, 2002). Um die Affinitdt der Waschenzyme zum Textil und zur Verschmutzung zu
erhéhen, wurden diese mit CBMs fusioniert (von der Osten et al., 1997). Dadurch konnte die
Wirksamkeit der Waschenzyme und die Waschleistung verbessert werden. Neuere Studien
befassen sich zudem mit der promiskuitiven Bindung von CBMs zu synthetischen Polymeren,
insbesondere zu PET und den verbundenen, potentiellen Anwendungsfeldern. So zeigte eine
PET-hydrolysierende Cutinase (Thc_Cut1) aus Thermobifida cellulosilytica verbesserte PET-
Adsorption in Fusion mit einem CBM der Cellobiohydrolase | (CBMcg+1) aus T. reesei (Ribitsch
et al., 2013). Infolgedessen konnte eine erhdhte Hydrolyse des synthetischen Substrats
detektiert werden, was fir viele Anwendungen der Cutinase in der Textilindustrie oder in
Verfahren zum PET-Recycling von Interesse ist (Ribitsch et al., 2013). In einer weiteren Studie
wurde ein CBM der Cellulase CenA (CBMcena) aus Cellulomonas fimi an eine PET-
hydrolysierende Cutinase aus Thermobifida fusca fusioniert und die Aktivitat des

Fusionsproteins durch ortsgerichtete Mutagenese des CBMs erhdht (Zhang et al., 2013).

1.2.2 Antimikrobielle Peptide

1.2.2.1 Charakterisierung und Wirkmechanismus

Die Gruppe der antimikrobiellen Peptide (AMPs) ist sehr vielfaltig und wurde bereits in einer
Vielzahl unterschiedlicher Organismen wie Pflanzen, Tieren (Saugetiere einschliellich
Menschen, Insekten, Amphibien, Stachelhduter, Krustentiere, Fische) und Mikroorganismen
(Bakterien, Pilze) entdeckt (Bahar und Ren, 2013; Bulet et al., 1999; Castro und Fontes, 2005;
Dubos, 1939; Jenssen et al., 2006; Li et al., 2010a; Ravichandran et al., 2010; Rinaldi, 2002;
Rosa und Barracco, 2010). Dort sind sie Teil der angeborenen Immunabwehr, indem sie
zytotoxisch auf eindringende Pathogene wie Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten wirken
(Bahar und Ren, 2013; Zanetti, 2004). Dieses enorme Spektrum der antimikrobiellen Aktivitat
begriindet sich unter anderem durch die groRe Diversitat in den Strukturen der AMPs
(Hancock, 2001). Bisher identifizierte AMPs zeigten sowohl a-Helices, p-Faltblatter oder o/f3-
Strukturen mit stabilisierenden Disulfidbriicken als auch Loops oder erweiterte Strukturen
(Bahar und Ren, 2013; Pushpanathan et al., 2013). Uberdies weisen viele AMPs
ungewohnliche Aminosauren wie N-Methyl-2-bromo-D-tryptophan oder O-demethyldolaprolin
und strukturelle Motive wie Prolin-Arginin-Prolin-Motive, Glycin-/Cystein-reiche Regionen oder
Chitin-Bindemotive auf, welche den AMPs einzigartige, strukturelle Eigenschaften verleihen
(Pushpanathan et al., 2013). Des Weiteren spielen die Ladung, GroéRRe, Hydrophobizitat und

Amphipathie eine wesentliche Rolle fiir die antimikrobielle Aktivitat (Bahar und Ren, 2013;
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Hancock et al., 2006; Pushpanathan et al., 2013). Auch die spezifische Toxizitat der AMPs
l&sst sich auf ihren individuellen, strukturellen und physikochemischen Charakter zurtickflihren
(Bahar und Ren, 2013; Pushpanathan et al., 2013). Im Allgemeinen sind AMPs kleiner als 100
Aminosauren, kennzeichnen sich durch eine positive Nettoladung zwischen +2 und +9 bei
neutralem pH und weisen viele hydrophobe Reste auf (Hoskin und Ramamoorthy, 2008;
Pushpanathan et al., 2013).

Antibakterielle Peptide sind meist kationisch und greifen die bakterielle Zellmembran an (Bahar
und Ren, 2013). Der amphipathische Charakter vieler AMPs erlaubt bei diesem Vorgang
sowohl mit den hydrophilen Képfen als auch mit den hydrophoben Schwanzen der
Phospholipide zu interagieren (Jenssen et al., 2006). Antifungale Peptide wirken ebenfalls auf
die Zelloberflache oder auf intrazellulare Komponenten, wobei sich die pilzliche Zellwand und
die bakterielle Zellmembran unterschiedlich zusammensetzen (De Lucca und Walsh, 1999;
De Lucca et al., 1998; Lee et al., 1999). Viele antifungale Peptide haben beispielsweise die
Fahigkeit Chitin zu binden, da Chitin in pilzlichen Zellwanden vorkommt (Pushpanathan et al.,
2012; Yokoyama et al., 2009). Bei dem antimikrobiellen Wirkmechanismus finden initial
elektrostatische Interaktionen der AMPs mit negativ geladenen Molekilen auf der Oberflache
von Zielzellen statt. Dies kénnen beispielsweise Lipopolysaccharide bei Gram-negativen
Bakterien oder Teichonsauren bei Gram-positiven Bakterien sein. Fur den weiteren Verlauf
des Wirkmechanismus werden die AMPs in zwei Gruppen unterschieden. Zum einen gibt es
AMPs, welche in die Zellen eindringen und essentielle zelluldre Prozesse wie die Protein-,
Nukleinsaure- oder Zellwandsynthese angreifen (Nicolas, 2009). Zum anderen gibt es AMPs,
welche die Zellmembran permeabilisieren und zerstéren. Dies kann durch die Ausbildung von
transienten Poren, durch Stérung der Lipiddoppelschicht oder durch Ausdinnung der
Membran geschehen (Lohner und Prenner, 1999). Dabei spielt der hydrophobe Teil der AMPs
eine entscheidende Rolle, da dieser die Membranpermeabilitdt des AMPs ermdglicht (Madani
etal.,, 2011). Um die verschiedenen Mechanismen der AMPs zu beschreiben, wurden mehrere
Modelle aufgestellt. Im ,Barrel-Stave Modell“ assoziieren zunachst die AMPs auf der
Oberflache der Membran und figen sich dann in die Membran ein. Dabei richten sich die nicht-
polaren Seitenketten zu den hydrophoben Lipidschwanzen der Lipiddoppelschicht und die
hydrophilen Bereiche der Peptide nach innen aus. Auf diese Weise bilden die Peptide
Transmembranporen, was eine Zelllyse mit Zelltod zur Folge hat (Ehrenstein und Lecar, 1977;
Pérez-Paya et al., 1995; Zhang et al., 2001). Im , Toroidal Pore Modell* induzieren die Peptide
eine Depolarisierung der Membran, woraufhin die AMPs in die Zellmembran eindringen und
eine ringférmige Transmembranpore bilden, bei der die Phospholipidkdpfe der Membran zu
den Peptiden orientiert sind (Bahar und Ren, 2013; Sengupta et al., 2008). Im ,,Carpet Modell*
bedecken die Peptide kleine Bereiche der Membranoberflache und bilden einen lokalen

Teppich (engl. carpet). Ab einer bestimmten Konzentration flhrt dies zum Einbruch der
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strukturellen Integritat, wodurch die Membran zerstért und ebenfalls Zellinhalt freigesetzt wird
(Oren und Shai, 1998; Shai, 1995). Die Makropinozytose beschreibt einen mdglichen
Aufnahmeweg der AMPs, bei dem sich die Plasmamembran einstllpt und dabei Peptide
aufnimmt. Im Zytoplasma werden die Peptide dann aus diesen Makropinosomen freigesetzt

und kénnen ihre antimikrobielle Aktivitat entfalten (Jones, 2007; Madani et al., 2011).

1.2.2.2 Das antimikrobielle Peptid LCI

Das antimikrobielle Peptid LCI wurde erstmals aus Bacillus subtilis (B. subtilis) A014 isoliert
und besitzt eine starke antimikrobielle Wirkung gegen Pseudomonas solanacearum und
Xanthomonas campestris pv. oryzea, den Erreger des Reisblattbrands (Gong et al., 2011; Liu
et al.,, 1990). Das LCI setzt sich aus 47 Aminosauren zusammen und hat eine molekulare
Masse von 5,4 kDa (Zhu et al., 2001). Eine homologe LCI-Sequenz mit 94 Aminosauren und
einer molekularen Masse von 9,9 kDa wurde aufierdem im Genom von B. amyloliquefaciens
gefunden (Chen et al., 2007; Hu et al., 2010). Die Struktur von LCI aus B. subtilis weist vier
antiparallele B-Faltblatter auf (Abb. 1.5) und bildet im Gegensatz zu anderen bekannten AMPs
mit B-Faltblattstruktur keine Disulfidbriicken aus (Gong et al., 2011). Zudem konnten in der
Struktur 23 Wasserstoffbriickenbindungen nachgewiesen werden, die zur hohen Thermo-
stabilitat von LCI beitragen (Gong et al., 2011; Liu et al., 1990). Das LCI hat einen hohen Anteil
aromatischer Aminosauren (21,3 %) mit drei Phenylalaninen, vier Tyrosinen und drei
Tryptophanen, welche relativ gleichmafig Gber die gesamte Peptidsequenz verteilt sind (Abb.
1.5). Die Oberflache von LCI ist von hydrophoben, negativ und positiv geladenen Bereichen
gekennzeichnet (Gong et al., 2011). Studien zum antimikrobiellen Wirkmechanismus wurden,
soweit bekannt, noch nicht durchgeflihrt. Es wird aber vermutet, dass dieser dem , Toroidal
Pore Modell“ zugeordnet werden kann (Gong et al., 2011). Auch nach ausfihrlicher Recherche

konnte keine Erklarung fir die Bezeichnung des Peptids gefunden werden.

W23

Abb. 1.5: Struktur von LCI aus B. subtilis.

Die dreidimensionale Struktur des Peptids stammt aus der RCSB Protein-Datenbank
(http://www.rcsb.org/pdb/) (Berman et al., 2000) mit dem PDB-Code 2B9K und wurde durch NMR-
Spektroskopie erhalten (Gong et al., 2011). Aromatische Aminosaurereste sind in blau hervorgehoben.
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1.2.2.3 Rekombinante Expression von antimikrobiellen Peptiden

Um ausreichende AMP-Mengen flr wissenschaftliche Studien sowie fir biotechnologische
Anwendungen zu erhalten, wurden bereits diverse mikrobielle Expressionssysteme zur
Produktion der AMPs untersucht (Ingham und Moore, 2007; Parachin et al., 2012). Diese
stellen eine gute Alternative zur Isolation aus dem naturlichen Wirtsorganismus oder zur
chemischen Synthese dar, da solche Verfahren haufig durch langwierige und kostspielige
Produktionsprozesse limitiert werden (Gaiser et al., 2011; Li und Chen, 2008). Als
Expressionswirte werden hauptsachlich Bakterien und Hefen verwendet (Li und Chen, 2008).
Unter den bakteriellen Systemen ist insbesondere das Gram-negative Bakterium Escherichia
coli (E. coli) als Wirt zu nennen, da es am haufigsten flir die AMP-Produktion eingesetzt wird
(Li et al., 2010b; Parachin et al., 2012). Wesentlich dafir ist, dass E. coli eine kostenglinstige
Produktion rekombinanter Proteine durch ein schnelles Wachstum sowie preiswerte Substrate
erlaubt und als Modellorganismus zu den am besten untersuchten Bakterien zahlt (Baneyx,
1999; Kuck, 2005; Yin et al., 2007). Daher sind nicht nur umfangreiche Kenntnisse Uber die
Genetik von E. coli vorhanden, sondern auch viele kommerzielle Vektorsysteme und Stamme
sowie gut etablierte Techniken zur DNA-Manipulation verfugbar (Serensen und Mortensen,
2005a). Neben E. coli wurden AMPs auch in anderen bakteriellen Wirten wie den Gram-
positiven Bakterien B. subtilis oder Propionibacterium freudenreichii exprimiert (Brede et al.,
2005; Chen et al., 2009; Luan et al., 2014; Yu et al., 2013). Die grol’e Herausforderung flr
eine effiziente Produktion der AMPs in mikrobiellen Expressionswirten bleibt jedoch stets
deren antimikrobielle Aktivitat (vgl. 1.2.2.1), denn diese richtet sich oft auch gegen den
produzierenden Organismus (Gaiser et al., 2011). Daher sollte das entsprechende
Produktionssystem die Toxizitat der AMPs umgehen kdnnen, sodass keine schadlichen oder
gar letalen Folgen beim Wirt auftreten (Parachin et al., 2012). Dartiber hinaus werden AMPs
oft proteolytisch abgebaut und sind anfallig fur die Bildung von Aggregaten (Li, 2011). Aufgrund
dessen werden AMPs meist in Fusion mit einem Carrier-Protein synthetisiert, welches sich
durch anionische Eigenschaften charakterisiert und die positive Ladung der AMPs
neutralisieren soll (Gaiser et al., 2011; Kim et al., 2006; Parachin et al.,, 2012). Solche
Fusionspartner minimieren nicht nur die Toxizitat, sondern erhéhen auch die Léslichkeit und
steigern die Expressionsrate (Esposito und Chatterjee, 2006; Gaiser et al., 2011; Ingham und
Moore, 2007). Zudem konnen sie die korrekte Faltung sowie die Bildung von Disulfidbriicken
unterstitzen (Ingham und Moore, 2007). Populare Fusionspartner sind SUMO (Small Ubiquitin
like MOdifier), GST (Glutathion S-Transferase), F4 Fragment von PurF, MBP (Maltose-
Bindeprotein) oder Thioredoxin (Hara und Yamakawa, 1996; Kim et al., 2008; Lee et al., 2000;
Luan et al., 2014; Moon et al., 2006; Morin et al., 2006; Sadr et al., 2017; Schreiber et al.,
2017). Im weiteren Herstellungsprozess werden die Carrier-Proteine dann enzymatisch oder

chemisch abgespalten. Fur die AMP-Freisetzung werden meist Bromcyan, der Faktor Xa,
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Hydroxylaminhydrochlorid, die Enterokinase oder Thrombin genutzt (Li und Chen, 2008). Eine
Alternative bietet die Fusion mit Inteinen. Durch diese Fusion werden die Wirtszellen ebenfalls
vor der antimikrobiellen Wirkung der AMPs geschutzt; das Intein kann sich jedoch unter
geeigneten Bedingungen selbst aus dem Fusionsprotein schneiden (Ingham und Moore, 2007;
Li, 2011). Generell weisen Verfahren mit Fusionsproteinen jedoch einige Nachteile auf. Zum
einen haben sie immer einen gewissen Verlust des Zielproteins zur Folge, sodass die AMP-
Ausbeute teils stark reduziert wird (Parachin et al., 2012). Zum anderen kann der Einfluss der
Carrier-Proteine je nach AMP unterschiedlich stark ausfallen, sodass die optimale
Kombination aus Carrier-Protein und AMP jeweils individuell evaluiert werden muss (Parachin
et al., 2012; Schreiber et al., 2017). Uberhaupt kann die AMP-Ausbeute trotz starker
Expression nur moderat sein, da das AMP durch Fusion mit einem verhaltnismaRig groflen
Carrier-Protein nur einen kleinen Teil des rekombinanten Proteins ausmacht (Ingham und
Moore, 2007). Um die AMP-Ausbeute zu erhéhen, wurden daher erfolgreich Tandem-
Expressionen von repetitiven AMP-Einheiten durchgefihrt (Kim et al., 2006; Lee et al., 1998;
Morin et al, 2006; Wang und Cai, 2007). Weiter konnten Modifizierungen der
Proteinsequenzen die Expressionsraten steigern und gleichzeitig die Bandbreite der
natirlichen AMP-Aktivitat erweitern (Cao et al., 2005; Kang et al., 2008). Wie bei anderen
rekombinant hergestellten Proteinen kann auch eine Codon-Optimierung der DNA-Sequenz
die heterologe Genexpression unterstiitzen (Gao et al., 2015; Peng et al., 2004). Neben den
bakteriellen Systemen werden die Hefen Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) und
vorrangig Pichia pastoris (P. pastoris) als Expressionsplattformen fir AMPs verwendet (Li und
Chen, 2008). Diese ermoglichen posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierungen oder
Phosphorylierungen, die Bildung von Disulfidbriicken sowie die Sekretion rekombinanter
Proteine (Cregg et al., 2009; de Bruin et al., 2005; Nielsen, 2013). Durch Letzteres gestaltet
sich der Aufreinigungsprozess effizienter und die Ubertragung des Produktionssystems auf
einen groleren Malstab einfacher (Nielsen, 2013; Romanos et al., 1992). Wie eine Vielzahl
von Studien belegt, scheint im Speziellen die AMP-Produktion in Hefen keine Fusion von
Carrier-Proteinen zu bendtigen, was der Proteinausbeute und dem Scale-Up Prozess zu Gute
kommt (Basanta et al., 2010; Cipakova und Hostinova, 2005; Gutiérrez et al., 2005; Lopez-
Garcia et al., 2010; Zhao und Cao, 2012).

Trotz vieler Studien zur effizienten rekombinanten Produktion einer Vielzahl von AMPs
schranken die Herstellungskosten die breite kommerzielle Nutzung noch stark ein (Li, 2011).
Zurzeit gibt es weder ein universell einsetzbares Expressionssystem, noch eine Mdglichkeit
der rationalen Vorhersage flr ein passendes System, sodass flir jedes AMP ein geeignetes
Verfahren neu evaluiert werden muss (Schreiber et al., 2017). Dies in Kombination mit den
moderaten Ausbeuten tragt vor allem zu den hohen Kosten bei. Da industrielle Applikationen

der AMPs in sehr vielen Bereichen denkbar sind, ist es wichtig in die Forschung und
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Entwicklung von Systemen zur AMP-Produktion im grofden Mal3stab zu investieren (Parachin
et al., 2012).

1.3 Ziele der Arbeit

Die Farbung und Veredelung von synthetischen Textilfasern ist aufgrund des stark
hydrophoben Charakters der Polymere herausfordernd. Peptide mit Affinitat gegenliber diesen
Materialien sollen als Anker flr funktionale Bausteine fungieren und so umweltschonende
Prozesse und vielseitige Funktionalisierungen von Kunststoffen ermdglichen. Da seitens der
Industrie und der akademischen Forschung ein grof3es Interesse an der Entwicklung von
umweltfreundlicheren und wirtschaftlicheren Prozessen besteht, wurde die Allianz ,FuPol“ —
»Funktionalisierung von Polymeren® mit dem Teilprojekt ,Veredelung und Funktionalisierung
von Funktionsgarnen“ im Rahmen der ,Innovationsinitiative industrielle Biotechnologie“ des
Bundesministeriums fir Bildung und Forschung (BMBF) gebildet. Diese setzt sich sowohl aus
industriellen als auch aus akademischen Partnern zusammen und erlaubt so die Durchflihrung
aller notwenigen Schritte von der Identifizierung Polymer-bindender Peptide bis zur
Anwendung im Produkt. Schwerpunkte im Rahmen des ,FuPol“-Projekts waren die Farbung
von PP-Fasern mit organischen Pigmenten und die Veredelung von PET-Fasern mit TEMs.
Als potentiell PP-bindende Peptide standen AMPs im Fokus, da sie mit natlirlichen Polymeren
interagieren (vgl. 1.2.2.1) und bereits Bindestudien von dem AMP Cecropin A aus Hyalophora
cecropia mit einem synthetischen Copolymer durchgefihrt wurden (Noor et al., 2012). Durch
das DWI — Leibniz-Institut fur Interaktive Materialien e.V. RWTH Aachen (Prof. Dr.
Schwaneberg, ,FuPol“-Projektpartner) wurde das Potential von funf strukturell verschiedenen
AMPs als PP-bindende Peptide untersucht, wobei sich das AMP LCI als vielversprechender
Kandidat herausstellte (Ribsam et al., 2017). Weiter wurde das Anwendungspotential von LCI
als Anker flr funktionale Bausteine auf PP demonstriert, indem ein Konjugat aus LCI und
einem fluoreszenten Farbstoff auf PP immobilisiert werden konnte (Ribsam et al., 2017). Um
im Speziellen das LCI in einem Farbeverfahren von PP-Fasern anwenden zu kénnen, wurde
durch das Fraunhofer Institut flir Angewandte Polymerforschung IAP in Potsdam (Prof. Dr.
Boker, ,FuPol“-Projektpartner) ein Verfahren zur Konjugation von LCI mit organischen
Pigmenten entwickelt (vgl. 3.2.3).

Ein Ziel dieser Arbeit war ein geeignetes Produktionssystem fiir das LCI zu identifizieren und
zu etablieren, sodass das LCIl im industriellen Mal3stab hergestellt und im grofRtechnischen
Farbeverfahren bei Coats Opti Germany GmbH in Rhauderfehn (,FuPol“-Projektpartner)
eingesetzt werden kann. Dies galt als grof3e Herausforderung fir das gesamte Vorhaben, da
das LCI antimikrobielle Eigenschaften aufweist und mutmaRlich nur schwer in mikrobiellen

Expressionssystemen synthetisiert werden kann.
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Als weiteres Ziel dieser Arbeit sollten zunachst PET-bindende Peptide fir die
Funktionalisierung von PET mit TEMs identifiziert werden. Interessante Kandidaten waren
hierbei CBMs, da bereits erste Studien zur unnatirlichen Bindung von CBMs an PET publiziert
wurden (Ribitsch et al., 2013; Zhang et al., 2013). In einem weiteren Teil des Projekts sollte
die Wechselwirkung zwischen PET-bindenden CBMs und PET untersucht werden, um
Varianten mit gesteigerter PET-Affinitat generieren zu kdnnen. Darlber hinaus sollte in einer
ersten Machbarkeitsstudie PET mit TEMs Uber geeignete PET-bindende CBMs funktionalisiert
werden. Hierzu wurde im Zuge des ,FuPol“-Projekts durch das Fraunhofer Institut fur
Angewandte Polymerforschung IAP (Prof. Dr. Boker) in Potsdam ein chemisches Verfahren
zur Verknupfung der TEMs mit Polymer-bindenden Peptiden entwickelt (vgl. 3.1.7.1).

Neben der Funktionalisierung von Kunststoffen inspirierte die Affinitat von Peptiden gegenlber
synthetischen Polymeren weiter, diese in einem analytischen Verfahren zur Detektion von
Nanoplastik in wassrigen Systemen einzusetzen. Daher sollten in dieser Arbeit erste Schritte
zur Entwicklung einer solchen Methode durchgefiihrt werden. Die Ergebnisse dieser Studie

sollten so zur biotechnologischen Anwendung Polymer-bindender Peptiden beitragen.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Chemikalien, Enzyme, Kits

2.1.1.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen: Alfa
Aesar GmbH & Co.KG, AppliChem GmbH, Becton Dickinson and Company AG, BioRad
Laboratories, Inc., Carl Roth GmbH & Co0.KG, GE Healthcare Europe GmbH, Merck KGaA,
New England Biolabs GmbH, Roche AG, Serva Electrophoresis GmbH, Sigma-Aldrich GmbH,

Thermo Fisher Scientific, Inc. und VWR International GmbH.

2.1.1.2 Enzyme, Kits und GroRenstandards

In den folgenden Tabellen sind die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme, Kits und

GroRenstandards aufgelistet.

Tab. 2.1: Verwendete Enzyme

Name Anwendung Firma

Benzonase® Nuklease DNA-Lyse bei Zellaufschluss Merck Millipore, Merck KGaA

Endo H Deglykosylierung von N-glykosylierten New England Biolabs GmbH
Proteinen

Phusion® HF DNA-Polymerase  Amplifizierung von DNA-Molekilen New England Biolabs GmbH

ProTEV Plus Protease Hydrolyse von Fusionsproteinen Promega GmbH

Restriktionsenzyme Restriktion von DNA-Molekiilen New England Biolabs GmbH

Shrimp Alkaline Phosphatase Dephosphorylierung von 5 Enden von DNA New England Biolabs GmbH
(rSAP)

Strep-Tactin® AP conjugate Spezifische Proteindetektion im Western Blot  IBA GmbH
T4 Polynucleotide Kinase Phosphorylierung von DNA Thermo Fisher Scientific, Inc.
T4-DNA Ligase Ligation von DNA-Molekiilen Roche AG
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Tab. 2.2: Verwendete Kits

Material und Methoden

Name

Anwendung

Firma

GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit
NEBuilder® HiFi DNA Assembly
Cloning Kit

innuPREP DOUBLEpure™ Kit
Monolith Anti Photobleach Kit

Quick Ligation™ Kit

RC Trial Kit, Typ Spectra/ Por®6
3,5 kDa MWCO

Isolierung und Aufreinigung von Plasmid-
DNA

Zusammenbau mehrerer DNA-Fragmente
Extraktion von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelen und Amplifikations-
produkten aus PCR-Reaktionsgemischen
Verringerung von Photobleaching

Ligation von DNA-Fragmenten

Dialyse von Fermentationsproben

Thermo Fisher Scientific,
Inc.

New England Biolabs
GmbH

Analytik Jena AG

NanoTemper
Technologies GmbH
New England Biolabs
GmbH

VWR International GmbH

Tab. 2.3: Verwendete Protein- und DNA-GroRenstandards

Name

Anwendung

Firma

1 kb DNA Ladder

PageRuler™ Prestained Protein
Ladder (10-180 kDa)

PageRuler™ Unstained Low Range
Protein Ladder (3,4—100 kDa)
Quick-Load® 100 bp DNA Ladder

Spectra™ Multicolor Low Range
Protein Ladder (1,740 kDa)
Unstained Protein Marker, Broad
Range (2-212 kDa)

DNA-GrofRenstandard in Agarosegelen

ProteingréRenstandard in Western Blots

ProteingréRenstandard in SDS-Gelen

DNA-GroRenstandard in Agarosegelen

ProteingréRenstandard in Western Blots

ProteingroRenstandard in SDS-Gelen

New England Biolabs
GmbH

Thermo Fisher Scientific,
Inc.

Thermo Fisher Scientific,
Inc.

New England Biolabs
GmbH

Thermo Fisher Scientific,
Inc.

New England Biolabs
GmbH

2.1.2 Medien, Puffer und Losungen

Die in dieser Arbeit verwendeten Standardpuffer und -lésungen wurden hergestellt nach
Ausubel (2003) und Sambrook et al. (1989). Spezielle Medien, Puffer und Losungen sind

unterhalb der jeweiligen Methode aufgefiihrt. Medien wurden vor der Verwendung fir 20 min

bei 121°C autoklaviert. Hitzeinstabile Komponenten wie Antibiotika wurden mit einem CME-

Membranfilter mit einer PorengréRe von 0,22 um (Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe) steril

filtriert.
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2.1.2.1 Medien zur Kultivierung von E. coli und B. subtilis

E. coliund B. subtilis wurden in LB-Flissigmedium und auf LB-Festmedium kultiviert (Bertani,

1951).

LB (Lysogeny Broth)

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

15 g Agar (fir Festmedium)
ad 1 L dH20; autoklaviert

Finale Antibiotika-Konzentrationen im Medium
Ampicillin: 100 yg/mL

Chloramphenicol: 34 pyg/mL

Kanamycin: 50 pg/mL

2.1.2.2 Medien zur Kultivierung von P. pastoris

Medien zur Kultivierung von P. pastoris wurden nach dem Benutzerhandbuch des

.EasySelect™ Pichia Expression Kits“ (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,

USA) hergestellt. Als Selektionsmarker wurde Zeocin™ (Invitrogen) mit einer Konzentration

von 100 pg/mL eingesetzt.

YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium)
10 g Hefeextrakt

20 g Pepton

15 g Agar (fir Festmedium)

ad 900 mL dH20; autoklaviert

Zugabe von:

100 mL 20 % (w/v) Glukose; separat autoklaviert

BMGY (Buffered Glycerol-complex Medium)
10 g Hefeextrakt

20 g Pepton

ad 700 mL dH20; autoklaviert

Zugabe von:

100 mL 1 M Kaliumphosphatpuffer pH 6,0; separat

autoklaviert

100 mL 13,4 % (w/v) YNB; separat autoklaviert
2 mL 0,02 % (w/v) Biotin; steril filtriert

100 mL 10 % (v/v) Glycerin; separat autoklaviert

YPDS (Yeast Extract Peptone Dextrose Sorbitol Medium)
10 g Hefeextrakt

20 g Pepton

182,2 g Sorbitol

15 g Agar (fur Festmedium)

ad 900 mL dH20; autoklaviert

Zugabe von:

100 mL 20 % (w/v) Glukose; separat autoklaviert

BMMY (Buffered Methanol-complex Medium)

10 g Hefeextrakt

20 g Pepton

ad 700 mL dH20; autoklaviert

Zugabe von:

100 mL 1 M Kaliumphosphatpuffer pH 6,0; separat
autoklaviert

100 mL 13,4 % (w/v) YNB; separat autoklaviert

2 mL 0,02 % (w/v) Biotin; steril filtriert

100 mL 10 % (v/v) Methanol; steril filtriert

2.1.2.3 Medien zur Kultivierung von T. reesei

T. reesei wurde auf ME (Malzextrakt)-Festmedium (Malzextrakt-Bouillon, Carl Roth GmbH &
Co.KG, Karlsruhe) oder auf PD (Kartoffelextrakt-Glukose)-Festmedium (Kartoffelextrakt-

Glucose-Bouillon, Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe) sowie in PD-Flissigmedium und in
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TRMM modifiziert nach Penttila et al. (1987) kultiviert. Als Selektionsmarker wurde Hygromycin

B mit einer Konzentration von 125 pg/mL eingesetzt.

TRMM (T. reesei Minimal Medium) Spurenelementlésung 50x
5 g (NH4)2S04 30 g CaClz

10 g KH2PO4 0,25 g FeS0O4 x 7 H20

1 g KeHPO4 0,08 g MnSO4 x H20

0,6 g MgSOa4 0,07 g ZnSO4x 7 H20

ad 880 mL dH20; autoklaviert 0,1 g CoCl2

Zugabe von: 0,8 g CuSO4

20 mL Spurenelementldsung 50x; steril filtriert 5 g Zitronensaure

100 mL 20 % (w/v) Laktose; separat autoklaviert ad 1 L dH20; steril filtriert

2.1.3 Oligonukleotide

In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide wurden von der Firma Microsynth AG (Lindau)

synthetisiert. In Tab. 2.4 sind Oligonukleotide angegeben, welche flr Klonierungen verwendet

wurden. Weitere Informationen sind bei den Plasmidbeschreibungen zu finden (2.1.4). In Tab.

2.5 sind Oligonukleotide angegeben, welche flr Sequenzierungsreaktionen und Kolonie-PCRs

verwendet wurden.

Tab. 2.4: Oligonukleotide fiir Klonierungen

Name Nukleotidsequenz (5° — 3’) Modifizierung
P7 CCTGAGTTTGCATGAGAGCGGC 5’ phosphoryliert
P8 ATTATTCGCAATTCCAAGCTAATTCAC 5’ phosphoryliert
P13 CATATGGCGTACCCCGGGGAGAACTTG
P14 TACCGGATCCTCACTTCTCGAACTG
P18 TAGGCGGGCTAAAAAAAATTGTCCGGTAATCTATTATTAATCTGTTCAGCAAT
CGGG
P19 CGTAGAGACTTCTAGACTCGACTTTTACGAGAAAAAAGAAACAAAAAAACCTG
C
P20 ACCGGACAATTTTTTTTAGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTTTTTGAGAGCTT
CTCAAAATGGTATGCGTTTTGACACATC
P21 GTCGAGTCTAGAAGTCTCTACGGAAATAGCGAG
P26 GAGCTCCTCGCAGCCTCCGATCAGCCGCCATACGCCCCATTCACCGGATTG
ATCAGGCCG
P28 TAACGGAAAAGTGTATGAAGCGAAATGGTGGACGAAAGGCGACCGGCCTGA
TCAATCCGG
P29 CTTCATACACTTTTCCGTTAAATGCAACCCGCTCTCCGCCTGTGTATGCGCTC
GTCTCTT
P30 AATTCTGACCAAGCCTGTTCATATGACGAATGGAAAGAGACGAGCGCATACA
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P31

P32

P33

P34

P38

P39

P48

P49

P50

P51

P56

P57

P58

P59

P60

P65

P66

P70

P71

P79

P80

P81

P82

P83

P84

P85

P86

P87

P88

P89

CAGGCTTGGTCAGAATTCATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTA
TTTCTAG
GAGGCTGCGAGGAGCTCGCACCGCCGGCTATGG

ATGGCTAGTTTTCAATCGTTCGGCATTC

CATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAAC

TATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAG

CATATGGGCAATCGTTGGTGG

CCAACCGGCATTGGTAATAACG

AACGGAGAAATCCCGCCGGGTGGATCAG

TTCACTTCCTGTAACCACATATCTGGTAATTCCACCGCCCAGGTC

TGGGCTGCATCGATCGCTCCGGGCAGTTC

CACTTGCGTCAGGTTTCC

GCAGACTCCAAAATTTCTTCCAAAATC

TGCATTGGAAGTGACAGAAAACGTTGCCATATGTATATC

GGCTCTGGTTACAACTTCTC

TGCACCGGCATTGGTAATAACG

GCCATTTGCGCCTGCATTGGTAATAACGTAATGGTTGTTGATTTTGG

GCAGGCGCAAATGGCGAAATCCCGCCGGGTG

CATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAAC

TGCGCAACGTTTTCTGTCACTTCC

GGCGCCGTCGCACAGAGCGCCATTAAACTGGTTCAGAGCCCGAATGGTAATT
TTGCAG
GCTTTTGAAGATCCATTTGGTGCCATCCAGAACAAAGCTTGCTGCAAAATTAC
CATTCGG
CCAAATGGATCTTCAAAAGCAAATACTATGACAGCAGCAAAGGTTATTGGGTG
GG
GAGCTTCCAGTGTTAGTAGCTTATTTGCGATCCCACACTTCATAAATACCCAC
CCAATAACCTTTG
GAGCTTCCAGTGTTAGTAGCTTATTTCTCAAACTGGGGGTGCGACCATTTGC
GATCCCACACTTCATAAATACCCACCCAATAACCTTTG
ACGCGTCGACTTTCAGCCCCAGAGCGGCTTTC

TGCGGTCGACCGGACACCAGAAATGCCTGTTCTG

CGAGCTCTTTCAGCCCCAGAGCGGCTTTC

GGAATTCCATATGAGGCGACCCATGACC

CATATGTGCAGGTGGAGCTTTCAGCCCCAGAGCGGCTTTC

TCCAAAATTTCTTCCAAAATCAACAACCATTAC

5’ phosphoryliert
5’ phosphoryliert
5’ phosphoryliert
5’ phosphoryliert
5’ phosphoryliert
5’ phosphoryliert
5’ phosphoryliert
5’ phosphoryliert
5’ phosphoryliert
5’ phosphoryliert
5’ phosphoryliert
5’ phosphoryliert
5’ phosphoryliert
5’ phosphoryliert
5’ phosphoryliert
5’ phosphoryliert

5’ phosphoryliert
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P90

P91

P92

P93

P94

P95

P96

P97

P105

P112

P113

P114

P115

P116

TTTGGAAGAAATTTTGGAGTCCCACACTTGCGTCAGGTTTCCATTGTAATCGA
ATTCCAGTTTCCAGTTTTTGATCGGAG
GGTTACAACTTCTCCATCGTAATCAAAAACTCTGGTACGACTCCGATCAAAAA
CTGG

ATGGAGAAGTTGTAACCAGAGCCCCAATTGGAAGTG

CTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCAACGTTTTCTGTCACTTCCAATTGGGG
C
TTTGGAAGAAATTTTGGAGTTCCACACTTGCGTCAGGTTTCCATTGTAATCGA
ATTCCAGTTTCCAGTTTTTGATCGGAG
ATGGAGAAGTTGTAACCACGGCCCCAATTGGAAGTG

GGTTACAACTTCTCCATCGTAATCAAAAACTCTGGTTGGACTCCGATCAAAAA
CTGG
GGTTACAACTTCTCCATCTGGATCAAAAACTCTGGTTGGACTCCGATCAAAAA
CTGG

CATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAG

CTAGCTAGCGCATGCGCAACGTTTTCTGTCACTTCCAATTGG

CGCGGATCCTTATTTTTCAAATTGCGGATGAGACCATGATCCACCCGGCGGG
ATTTCTCC
CTCCGCTCGAGTTATTTTTCAAATTGCGGATGAGACCAACCTGAGGATCCCTT
GTACAGCTCGTCCATGCCGAGAG
ACGCGTCGACATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC

GGGAATTCCATATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC

Tab. 2.5: Oligonukleotide fiir Sequenzierungsreaktionen und Kolonie-PCRs

Verwendung (Sequenzierung von Plasmiden

Name Nukleotidsequenz (5° — 3’) .

oder Kolonie-PCR von Stammen)
P55 CGGGGATATTAAAAAGAG pEVO37_spX, pEVO+_spX, pEVO+_LV
P81 CCAAATGGATCTTCAAAAGCAAATACT Ici-Gen in Trichoderma-Genom

ATGACAGCAGCAAAGGTTATTGGGTGGG

P103 CAGAAGGAAGCTGCCCTGTC pPICZaA-Plasmide
P104 GCGGACGCATGTCATGAGATTATTGG pGAPZaA-Plasmide
P109 CTGTGCTATCAAGTTGGTTCAG Ici-Gen in Pichia-Genom
P110 CTGTGGGTGGGACCACTTTC Ici-Gen in Pichia-Genom
P117 CTGTGCTACTTTCTCCGTTAC Gen von BaCBM2 in Pichia-Genom
P118 AACTGTGGATGGGACCAAGAAC Gen von BaCBM2 in Pichia-Genom
pTRseq3 CTGTCGGGCGTACACAAATC pTRcel7A_fix-Plasmide,

Ici-Gen in Trichoderma-Genom
pTRseq4 TCCTCCAGGAGACTTGTACAC pTRcel7A_fix-Plasmide
pBR3 TCCCCATCGGTGATGTC pET-22b(+)-Plasmide
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PET-RP  CTAGTTATTGCTCAGCGG pET-22b(+)-Plasmide

2.1.4 Vektoren

Plasmide wurden nach Standardtechniken der Molekularbiologie, beschrieben in Ausubel
(2003), Gibson et al. (2009) und Sambrook et al. (1989), mittels PCR-Mutagenese oder mittels
Gibson Assembly® generiert. Synthetische DNA wurde als Auftragsarbeit durch GeneART®
(Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA) oder GenScript AG (Piscataway, USA)
synthetisiert. Die Sequenzierung aller Konstrukte wurde durch die Firma GATC Biotech AG

(Konstanz) durchgeflhrt. Plasmide, welche als Zwischenvektoren bei Klonierungen dienten,

werden nicht explizit aufgefihrt.

Tab. 2.6: Verwendete Vektoren

Bezeichnung

Genotyp

Bezugsquelle/ Referenz

pET-22b(+)

pET-22b(+)_Strepll

pET-15b_His-eGFP

pMAL™-c5X

pGAPZaA

pPICZaA

pBSMul3

pTRcel7A_fix

pBEK1_phoA-algL

pEVO37_spX

pEVO37_LV

pEVO+_spX

1 ori, AmpR, T7/ac, His-Tag, pe/B-Signalsequenz

1 ori, AmpR, T7lac, His-Tag, Strep-tag® Il, pe/B-
Signalsequenz

pBR322 ori, AmpR, T7/ac, His-Tag, Thrombin-
Schnittstelle, Gen fir eGFP

pMB1 ori, AmpR, lacl, malE, Faktor Xa-Schnittstelle

pUC ori, Zeocin™-Resistenzkassette, GAP-Promotor,
a-Faktor-Signalsequenz, His-Tag, myc-Epitop

pUC ori, Zeocin™-Resistenzkassette, 5 AOX1-
Promotor, a-Faktor-Signalsequenz, His-Tag, myc Epitop

ColE1 ori, repB, KanR, AmpR, hapll-Promotor

pMB1 ori, AmpR, HygR, cbh1-Signalsequenz, cel7A-
Promotor (5’ Flanke), cel7A-Terminator (3’ Flanke)
rep, mob, lacZa, lac-Promotor, T7-Promotor, KanR, EK1-
Expressionskassette, phoA, algL-Signalsequenz aus
Pseudomonas putida KT2440

ColE1 ori, repB, KanR, AmpR, Phasen-induzierter
Promotor, verschiedene Signalpeptidsequenzen
ColE1 ori, repB, Kan®, AmpR, Phasen-induzierter
Promotor, Leervektor

pEVO37_spX Derivat (Modifikationen siehe
pEVO+_spAprE-ppBPN‘-3LCI-Strepll), verschiedene

Signalpeptidsequenzen

Novagen, Merck KGaA

evoxx technologies GmbH,
unveroffentlicht
Sarkari et al. (2014)

New England Biolabs
GmbH

Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Inc.

Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Inc.
Brockmeier et al. (2006)

evoxx technologies GmbH,
unveroffentlicht
evoxx technologies GmbH,

unveroffentlicht

evoxx technologies GmbH,
unverdffentlicht
evoxx technologies GmbH,
unverdffentlicht
evoxx technologies GmbH,

unveroffentlicht
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2.1.4.1 In dieser Arbeit generierte Plasmide zur Synthese von LCI

pPET-22b(+)_LCI_NC

Ausgangsplasmid zur Expression von /ci mit Hilfe eines Inteins in E. coli. Das synthetische
Genkonstrukt 1 bestehend aus 5° Met-Cys-Strepll-N_LCI-N_TerThyX_Int-SD-TerThyX_Int_C-
LCI_C 3' lag Codon-optimiert fur E. coli vor und wurde Uber die Restriktionsschnittstellen
Xbal/Hindlll in den pET-22b(+)-Vektor (Novagen, Merck KGaA, Darmstadt) integriert. Die
synthetische DNA kodiert fir die Aminosauren Methionin (Startcodon) und Cystein (fur die
Konjugatsynthese), gefolgt von dem Strep-tag® Il (IBA GmbH, Goéttingen) zur Aufreinigung,
dem N-terminalen Teil von LCI (NCBI-Zugangsnummer: P82243), dem N-terminalen Teil des
Inteins Ter ThyX (NCBI-Zugangsnummer: ABG51323) (Lin et al., 2013), einer Shine-Dalgarno
Sequenz, dem C-terminalen Teil des Inteins Ter ThyX und dem C-terminalen Teil von LCI. Zur
cytoplasmatischen Synthese des Fusionsproteins fehlt dem Plasmid die pe/B-Signalsequenz.
Das Plasmid tragt eine Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in E. coli und
fungierte als Ausgangsplasmid zur Klonierung von pET-22b(+) N LClI sowie
pET-22b(+)_LCI_C.

pET-22b(+)_N_LCI

Plasmid zur Expression von [ci mit Hilfe eines Inteins in E. coli. Das Expressionsplasmid wurde
aus dem Ausgangsplasmid pET-22b(+) LCIl_NC generiert und tragt eine verkirzte Sequenz
des synthetischen Genkonstrukts 1 (vgl. pET-22b(+) _LCI_NC) bestehend aus 5° Met-Cys-
Strepll-N_LCI-N_TerThyX_Int 3‘. Dazu wurde die Sequenz 5° SD-TerThyX_Int_C-LCI_C 3’

uber die Restriktionsschnittstelle Xhol aus dem Ausgangsplasmid entfernt.

pET-22b(+)_LCI_C

Plasmid zur Expression von [ci mit Hilfe eines Inteins in E. coli. Das Expressionsplasmid wurde
aus dem Ausgangsplasmid pET-22b(+) LCI_NC generiert und tragt eine verkirzte Sequenz
des synthetischen Genkonstrukts 1 (vgl. pET-22b(+)_LCI_NC) bestehend aus
5°SD-TerThyX Int_C-LCI_C 3‘. Dazu wurde die Sequenz 5‘Met-Cys-Strepll-N_LCI-

N_TerThyX_Int 3‘ Gber die Restriktionsschnittstelle Ndel aus dem Ausgangsplasmid entfernt.

pET-22b(+)_3LCI_Operon

Plasmid zur Synthese von drei LCI-Peptiden in E. coli, kodiert in einer Operonstruktur. Das
synthetische Genkonstrukt 2 bestehend aus 5° Met-Cys-Strepll1-LCI1-SD2-Met-Cys-Strepl|2-
LCI2-SD3-Met-Cys-Strepll3-LCI3 3' lag Codon-optimiert flr E. coli vor und wurde Uber die
Restriktionsschnittstellen Ndel/BamHI in den pET-22b(+)-Vektor (Novagen, Merck KGaA,
Darmstadt) integriert. Die synthetische DNA kodiert flir drei aufeinander folgende Peptide
jeweils bestehend aus den Aminosduren Methionin (Startcodon) und Cystein (fir die

Konjugatsynthese), gefolgt von dem Strep-tag® Il (IBA GmbH, Géttingen) zur Aufreinigung und
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dem LCI (NCBI-Zugangsnummer: P82243). Zwischen den Peptiden 1 und 2 befindet sich die
Shine-Dalgarno Sequenz SD2 5° TCGATGAGGTCTTCAG 3‘ und zwischen den Peptiden 2
und 3 befindet sich die Shine-Dalgarno Sequenz SD3 5 TCGATGAGGTCACAC 3,
abgewandelt nach Chen et al. (1994). Um Rekombinationseffekte innerhalb des synthetischen
Genkonstrukts 2 zu vermeiden, wurden die Codons zur Translation von Strep-tag® Il und LCI
variiert. Zur cytoplasmatischen Synthese des Fusionsproteins fehlt dem Plasmid die pelB-
Signalsequenz. Das Plasmid tragt eine Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in
E. coli.

PEVO37_spX-ppBPN‘-3LCI-Strepll

Plasmid zur Expression eines Ici-Konkatemers und Sekretion des LCI-Fusionsproteins mit
B. subtilis. Das synthetische Genkonstrukt 3 bestehend aus 5' ppBPN‘-TEV1-Cys-LCI1-TEV2-
Cys-LCI2-TEV3-Cys-LCI3-TEV4-Strepll 3' lag Codon-optimiert flr B. subtilis vor und wurde
Uber die Restriktionsschnittstellen Nhel/BamH|l in die pEVO37_spX-Vektoren (evoxx
technologies GmbH, Monheim am Rhein) integriert. Die synthetische DNA kodiert flir das
Propeptid des Subtilisins ,Bacillus Protease Novo type“ (BPN‘) aus B. amyloliquefaciens
(NCBI-Zugangsnummer: WP_013351733.1). Darauf folgt eine dreifache Wiederholungs-
sequenz, zusammengesetzt aus der TEV-Protease Schnittstelle zur Separation des
Fusionsproteins, einem Cystein fir die Konjugatsynthese sowie dem LCI (NCBI-
Zugangsnummer: P82243). C-terminal befindet sich eine weitere TEV-Protease Schnittstelle
und der Strep-tag® Il (IBA GmbH, Gottingen) zur Aufreinigung. Um Rekombinationseffekte
innerhalb des synthetischen Genkonstrukts 3 zu vermeiden, wurden die Codons zur
Translation der TEV-Protease Schnittstelle sowie von LCI variiert. Das Fusionsprotein wurde
zur Sekretion N-terminal an verschiedene Signalpeptide (spX) fusioniert. Hierzu wurde das
synthetische Genkonstrukt 3 in verschiedene pEVO37_spX-Vektoren integriert, die sich
jeweils in der Signalpeptidsequenz unterschieden. Weiterhin tragen die Vektoren einen
Promotor zur Phasen-induzierten Expression und eine Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR)
zur Selektion in E. coli sowie eine Kanamycin-Resistenzkassette (Kan®) zur Selektion in
B. subtilis.

PEVO+_spAprE-ppBPN‘-3LCI-Strepll

Plasmid zur Expression eines /ci-Konkatemers und Sekretion des LCI-Fusionsproteins mit
B. subtilis. Dieses Plasmid basiert auf dem Ausgangsplasmid pEVO37_spX-ppBPN*‘-3LCI-
Strepll mit dem aprE-Signalpeptid aus B. subtilis (NCBI-Zugangsnummer: CAB12870).
Zusatzlich weist das Plasmid einige Modifikationen gegenitiber dem Ausgangsplasmid auf.
Zum einen wurde die Terminatorsequenz verkiirzt. Hierzu wurde eine Mutagenese-PCR mit
den Oligonukleotiden P7 x P8 (Tab. 2.4) und pEVO37_spAprE-ppBPN‘-3LCI-Strepll als

Template-DNA durchgefiihrt. Zum anderen wurden mittels Gibson Assembly® eine Sequenz
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zur Verbesserung der Replikation des Plasmids und der trpA-Terminator als Terminator fir die
Kanamycin-Resistenzkassette integriert sowie Uberreste eine Bleomycin-Resistenzkassette
entfernt. FUr diese genetischen Modifikationen wurde das Plasmid mit den Oligonukleotiden
P20 x P21 sowie die Replikationssequenz mit den Oligonukleotiden P18 x P19 und pBSMul3
als Template-DNA amplifiziert (Tab. 2.4).

pEVO+_LV

Kontrollvektor bei Expressionen in B. subtilis. Der Kontrollvektor basiert auf dem
Ausgangsvektor pEVO37_LV und weist diesem gegenuber einige Modifikationen auf. Zum
einen wurde die Terminatorsequenz verkurzt. Hierzu wurde eine Mutagenese-PCR mit den
Oligonukleotiden P7 x P8 (Tab. 2.4) und pEVO37_LV als Template-DNA durchgefiihrt. Zum
anderen wurden mittels Gibson Assembly® eine Sequenz zur Verbesserung der Replikation
des Vektors und der trpA-Terminator als Terminator fir die Kanamycin-Resistenzkassette
integriert sowie Uberreste einer Bleomycin-Resistenzkassette entfernt. Fiir diese genetischen
Modifikationen wurde der Vektor mit den Oligonukleotiden P20 x P21 sowie die Replikations-
sequenz mit den Oligonukleotiden P18 x P19 und pBSMul3 als Template-DNA amplifiziert
(Tab. 2.4).

pET-22b(+)_MBP-3LCI-Strepll

Plasmid zur Synthese einer dreifachen LCI-Wiederholungssequenz in Fusion mit MBP in
E. coli. Das synthetische Genkonstrukt 3 (vgl. pEVO37_spX-ppBPN‘-3LCI-Strepll) lag Codon-
optimiert fur E. coli vor und wurde durch Mutagenese-PCR mit den Oligonukleotiden P13 x
P14 amplifiziert. Dabei wurde die 5' terminale Sequenz ppBPN‘ deletiert und die
Restriktionsschnittstellen Ndel und BamHI flankierend integriert. Die amplifizierte DNA kodiert
fur eine dreifache Wiederholungssequenz, welche sich aus der TEV-Protease Schnittstelle zur
Separation des Fusionsproteins, einem Cystein fir die Konjugatsynthese sowie dem LCI
(NCBI-Zugangsnummer: P82243) zusammensetzt. Darauf folgt eine weitere TEV-Protease
Schnittstelle und der Strep-tag® 1l (IBA GmbH, Gottingen) zur Aufreinigung. Um
Rekombinationseffekte innerhalb des Konstrukts zu vermeiden, wurden die Codons zur
Translation der TEV-Protease Schnittstelle sowie von LCI variiert. Das DNA-Amplifikat wurde
Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel/BamHI in den pET-22b(+)-Vektor (Novagen, Merck
KGaA, Darmstadt) integriert. AnschlielRend wurde Uber die Restriktionsschnittstelle Ndel das
malE-Gen, welches das MBP kodiert, eingefiigt. Das malE-Gen wurde dazu mit Hilfe der
Restriktionsendonuklease Ndel aus dem pMAL™-c5X-Vektor (New England Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main) ausgeschnitten. Zur cytoplasmatischen Synthese des Fusionsproteins fehlt
dem Plasmid die pelB-Signalsequenz. Das Plasmid tragt eine Ampicillin-Resistenzkassette

(AmpR) zur Selektion in E. coli.
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pET-22b(+)_Strepll-LCI-I-ELK16

Plasmid zur Synthese von LCI in Fusion mit einem selbst-assemblierenden Peptid zur Bildung
aktiver Proteinaggregate in E. coli (Wu et al.,, 2011; Xing et al., 2011). Das synthetische
Genkonstrukt 4 bestehend aus 5° Strepll-TEV-Cys-LCI-MxeGyrA_Int-PT_Linker-ELK16 3’ lag
Codon-optimiert flr E. coli vor und wurde Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel/Xhol in den
pET-22b(+)-Vektor (Novagen, Merck KGaA, Darmstadt) integriert. Die synthetische DNA
kodiert fir den Strep-tag® Il (IBA GmbH, Goéttingen) zur Aufreinigung, die TEV-Protease
Schnittstelle zur Separation des Fusionsproteins, die Aminosaure Cystein fur die Konjugat-
synthese, das LCI (NCBI-Zugangsnummer: P82243), das Intein Mxe GyrA (NCBI-
Zugangsnummer: U67876) zur autokatalytischen Freigabe des C-Terminus, einen PT-Linker
und das selbst-assemblierende Peptid ELK16 (Telenti et al., 1997; Wu et al., 2011; Xing et al.,
2011). Zur cytoplasmatischen Synthese des Fusionsproteins fehlt dem Plasmid die pelB-
Signalsequenz. Das Plasmid tragt eine Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in
E. coli.

pTRcel7A_fix_LCI

Plasmid zur Expression und Sekretion von LCI mit T. reesei. Die DNA-Sequenz von LCI (NCBI-
Zugangsnummer: P82243) wurde mittels Gibson Assembly® unter Verwendung der
Oligonukleotide P79, P80, P81 und P82 in den pTRcel7A_fix-Vektor integriert. Das LCI-Peptid
wurde zur Sekretion N-terminal an das cbh1-Signalpeptid aus T. reeseifusioniert. Das Plasmid
tragt eine Hygromycin-Resistenzkassette (HygR) zur Selektion in T. reesei sowie eine
Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in E. coli. Zur genomischen Integration der
Expressionskassette von LCI sowie der HygR iber homologe Rekombination in den cel7A-
Lokus von T. reesei, weist das Plasmid flankierend die Promotor- sowie die Terminator-

sequenz von celrA auf.

pTRcel7A_fix_LCI-Strepll

Plasmid zur Expression und Sekretion von LCI mit T. reesei. Die DNA-Sequenz von LCI (NCBI-
Zugangsnummer: P82243) sowie von dem Strep-tag® Il (IBA GmbH, Goéttingen) zur
Aufreinigung wurde mittels Gibson Assembly® unter Verwendung der Oligonukleotide P79,
P80, P81 und P83 in den pTRcel7A_fix-Vektor integriert. Das LCI-Peptid wurde zur Sekretion
N-terminal an das cbh1-Signalpeptid aus T. reesei fusioniert. Das Plasmid tragt eine
Hygromycin-Resistenzkassette (HygR) zur Selektion in T. reesei sowie eine Ampicillin-
Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in E. coli. Zur genomischen Integration der
Expressionskassette von LCI-Strepll sowie der HygR iber homologe Rekombination in den
cel7A-Lokus von T. reesei, weist das Plasmid flankierend die Promotor- sowie die Terminator-

sequenz von cel7A auf.
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pPICZaA _cLCI-Strepll

Plasmid zur Methanol-induzierten Expression und Sekretion von LCI mit P. pastoris. Das
synthetische Genkonstrukt 5 bestehend aus 5° cLCI-Strepll 3 lag Codon-optimiert fur
P. pastoris vor und wurde Uber die Restriktionsschnittstellen EcoRlI/Xbal in den pPICZaA-
Vektor (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA) integriert. Die synthetische
DNA kodiert fir die Aminosdure Cystein fir die Konjugatsynthese, das LCl (NCBI-
Zugangsnummer: P82243) sowie fir den Strep-tag® Il (IBA GmbH, Goéttingen) zur
Aufreinigung. Das Fusionsprotein wurde zur Sekretion N-terminal an die Signalsequenz des
a-Faktors aus S. cerevisiae fusioniert. Das Plasmid trégt eine Zeocin™-Resistenzkassette zur
Selektion in E. coli und P. pastoris. Zur genomischen Integration des Plasmids Giber homologe
Rekombination in den AOX1-Lokus von P. pastoris weist das Plasmid die Promotorsequenz
von AOX1 auf. Weiterhin erlaubt diese gezielte Integration des Plasmids eine Methanol-

induzierte Expression des LCI-Gens.

PGAPZaA_cLCI-Strepll

Plasmid zur konstitutiven Expression und Sekretion von LCI mit P. pastoris. Das synthetische
Genkonstrukt 5 (vgl. pPICZaA_cLCI-Strepll) lag Codon-optimiert fur P. pastoris vor und wurde
Uber die Restriktionsschnittstellen EcoRI/Xbal in den pGAPZaA-Vektor (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA) integriert. Die synthetische DNA kodiert fiur die
Aminosaure Cystein fir die Konjugatsynthese, das LCl (NCBI-Zugangsnummer: P82243)
sowie fir den Strep-tag® 1l (IBA GmbH, Gottingen) zur Aufreinigung. Das Fusionsprotein wurde
zur Sekretion N-terminal an die Signalsequenz des a-Faktors aus S. cerevisiae fusioniert. Das
Plasmid tragt eine Zeocin™-Resistenzkassette zur Selektion in E. coli und P. pastoris. Zur
genomischen Integration des Plasmids tGber homologe Rekombination in den GAP-Lokus von
P. pastoris weist das Plasmid die GAP-Promotorsequenz auf. Weiterhin erlaubt diese gezielte

Integration des Plasmids eine konstitutive Expression des LCI-Gens.

2.1.4.2 In dieser Arbeit generierte Plasmide zur Synthese von CBMs

pET-22b(+)_CfCBM2-BaCBM2_W63Y-BsCBM2_W63Y-Bs2-Strepll

Ausgangsplasmid zur Klonierung der DNA-Sequenzen von CfCBM2, BaCBM2_W63Y und
BsCBM2_W63Y, jeweils verknupft an die DNA-Sequenz von Bs2-Strepll in pET-22b(+). Das
synthetische Genkonstrukt 6 bestehend aus 5 CfCBM2-BaCBM2_W63Y-BsCBM2_WG63Y-
Bs2-Strepll 3' lag Codon-optimiert flir E. coli und B. subtilis vor und wurde Uber die
Restriktionsschnittstellen Xbal/Xhol in den pET-22b(+)-Vektor (Novagen, Merck KGaA,
Darmstadt) integriert. Die synthetische DNA kodiert fir die Peptide CfCBM2 (NCBI-
Zugangsnummer: AAA23084.1), BaCBM2_W63Y (NCBI-Zugangsnummer: ACQ50287),
BsCBM2_W63Y (NCBI-Zugangsnummer: BAM53958), den Fluoreszenzmarker Bs2 (NCBI-
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Zugangsnummer: ABN71355.1) und den Strep-tag® Il (IBA GmbH, Gottingen) zur
Aufreinigung. Das Plasmid tragt eine Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in
E. coli und fungierte als Ausgangsplasmid zur Klonierung von pET-22b(+) BaCBM2_W63Y-
Bs2-Strepll und pET-22b(+)_BsCBM2_WG63Y-Bs2-Strepll.

pPET-22b(+)_BaCBM2_W63Y-Bs2-Strepll

Plasmid zur Synthese von BaCBM2_W63Y (NCBI-Zugangsnummer: ACQ50287) in Fusion mit
Bs2-Strepll in E. coli. Das Expressionsplasmid wurde aus dem Ausgangsplasmid
pET-22b(+)_CfCBM2-BaCBM2_W63Y-BsCBM2_W63Y-Bs2-Strepll generiert und tragt eine
verklrzte Sequenz des synthetischen Genkonstrukts 6 (vgl. pET-22b(+)_CfCBM2-BaCBM2_
W63Y-BsCBM2_W63Y-Bs2-Strepll) bestehend aus 5° BaCBM2_W63Y-Bs2-Strepll 3‘. Diese
wurde dazu Uber die Restriktionsschnittstellen Smal/Mscl ausgeschnitten und nach einer
weiteren Restriktion mit Ndel in den pET-22b(+)-Vektor (Novagen, Merck KGaA, Darmstadt)
Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel/Stul eingefiigt. Anschlielend wurde der Spacer
zwischen der Ribosomenbindestelle und dem Startcodon um drei Aminosauren verkirzt,
indem die Sequenz 5° BaCBM2 WG63Y-Bs2-Strepll 3‘ Uber die Restriktionsschnittstellen
Ndel/Xhol erneut ausgeschnitten und in den pET-22b(+)-Vektor integriert wurde. Zur
cytoplasmatischen Synthese des Fusionsproteins fehlt dem Plasmid die pe/B-Signalsequenz.

Das Plasmid tragt eine Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in E. coli.

pET-22b(+)_BsCBM2_W63Y-Bs2-Strepll

Plasmid zur Synthese von BsCBM2_W63Y (NCBI-Zugangsnummer: BAM53958) in Fusion mit
Bs2-Strepll in E. coli. Das Expressionsplasmid wurde aus dem Ausgangsplasmid
pET 22b(+) _CfCBM2-BaCBM2_W63Y-BsCBM2_W63Y-Bs2-Strepll generiert und tragt eine
verklrzte Sequenz des synthetischen Genkonstrukts 6 (vgl. pET-22b(+)_CfCBM2-BaCBM2_
W63Y-BsCBM2_W63Y-Bs2-Strepll) bestehend aus 5° BsCBM2_W63Y-Bs2-Strepll 3‘. Dazu
wurde die Sequenz 5 CFCBM2-BaCBM2_W®63Y 3* liber die Restriktionsschnittstellen Eco53KI/
Mscl aus dem Ausgangsplasmid entfernt. Zusatzlich wurde der Spacer zwischen der
Ribosomenbindestelle und den Startcodon des Fusionsproteins um drei Aminosauren
verkurzt. Hierzu wurde eine Mutagenese-PCR mit den Oligonukleotiden P38 x P39 und dem
Plasmid als Template-DNA durchgefihrt. Zur cytoplasmatischen Synthese des
Fusionsproteins fehlt dem Plasmid die pe/B-Signalsequenz. Das Plasmid tragt eine Ampicillin-

Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in E. coli.

pET-22b(+)_BICBM5-Bs2-Strepll

Plasmid zur Synthese von BICBM5 (NCBI-Zugangsnummer: AAU21943.2) in Fusion mit
Bs2-Strepll in E. coli. Die kodierende Sequenz fiir BICBM5 wurde mittels Gibson Assembly®
unter Verwendung der Oligonukleotide P26, P28, P29, P30, P31 und P32 (Tab. 2.4) in das
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Ausgangsplasmid pET-22b(+) CfCBM2-BaCBM2-BsCBM2-Bs2-Strepll anstelle der Sequenz
5° CfCBM2-BaCBM2-BsCBM2 3' integriert. Zur cytoplasmatischen Synthese des Fusions-
proteins fehlt dem Plasmid die pelB-Signalsequenz. Das Plasmid tragt eine Ampicillin-

Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in E. coli.

PET-22b(+)_ucCBM10-PaCBM10-TrCBM1-PpCBM1-BaCBM5-Bs2-Strepli
Ausgangsplasmid zur Klonierung der DNA-Sequenzen von ucCBM10, PaCBM10, TrCBM1,
PpCBM1 und BaCBMS5, jeweils verknlpft an die DNA-Sequenz von Bs2-Strepll in pET-22b(+).
Das synthetische Genkonstrukt 7 bestehend aus 5° ucCBM10-PaCBM10-TrCBM1-PpCBM1-
BaCBM5 3' lag Codon-optimiert fur E. coli und B. subtilis vor und wurde Uber die
Restriktionsschnittstellen Xbal/EcoRV in das Plasmid pET-22b(+) BICBM5-Bs2-Strepl|
anstelle der BICBM5-kodierenden Sequenz integriert. Die synthetische DNA kodiert fiir die
Peptide ucCBM10 (NCBI-Zugangsnummer: AAP49340.1), PaCBM10 (NCBI-Zugangs-
nummer: ACX31080.1), TrCBM1 (NCBI-Zugangsnummer: ADC83999.1), PoCBM1 (NCBI-
Zugangsnummer: CAY71902.1) und BaCBM5 (NCBI-Zugangsnummer: AAU21943.2). Das
Plasmid tragt eine Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in E. coli und fungierte
als Ausgangsplasmid zur Klonierung von pET-22b(+) ucCBM10-Bs2-Strepll, pET-
22b(+) _PaCBM10-Bs2-Strepll, pET-22b(+)_TrCBM1-Bs2-Strepll, pET-22b(+)_PpCBM1-Bs2-
Strepll und pET-22b(+) BaCBM5-Bs2-Strepll.

pET-22b(+)_ucCBM10-Bs2-Strepll

Plasmid zur Synthese von ucCBM10 (NCBI-Zugangsnummer: AAP49340.1) in Fusion mit
Bs2-Strepll in E. coli. Das Expressionsplasmid wurde aus dem Ausgangsplasmid
pET-22b(+) _ucCBM10-PaCBM10-TrCBM1-PpCBM1-BaCBM5-Bs2-Strepll generiert und tragt
eine verklrzte Sequenz des synthetischen Genkonstrukts 7 (vgl. pET-22b(+)_ucCBM10-
PaCBM10-TrCBM1-PpCBM1-BaCBM5-Bs2-Strepll) bestehend aus 5° ucCBM10 3‘. Dazu
wurde die Sequenz 5°' PaCBM10-TrCBM1-PpCBM1-BaCBM5 3‘ Uber die Restriktions-
schnittstellen Smal/EcoRV aus dem Ausgangsplasmid entfernt. Zur cytoplasmatischen
Synthese des Fusionsproteins fehlt dem Plasmid die pe/B-Signalsequenz. Das Plasmid tragt

eine Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in E. coli.

pET-22b(+)_PaCBM10-Bs2-Strepll

Plasmid zur Synthese von PaCBM10 (NCBI-Zugangsnummer: ACX31080.1) in Fusion mit
Bs2-Strepll in E. coli. Das Expressionsplasmid wurde aus dem Ausgangsplasmid
pET-22b(+) ucCBM10-PaCBM10-TrCBM1-PpCBM1-BaCBM5-Bs2-Strepll generiert und tragt
eine verklrzte Sequenz des synthetischen Genkonstrukts 7 (vgl. pET-22b(+)_ucCBM10-
PaCBM10-TrCBM1-PpCBM1-BaCBM5-Bs2-Strepll) bestehend aus 5° PaCBM10 3‘. Dazu
wurde Uber die Restriktionsschnittstelle Sacl die Sequenz 5 TrCBM1-PpCBM1-BaCBM5 3°
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und Uber die Restriktionsschnittstelle Ndel die Sequenz 5' ucCBM10 3' aus dem Ausgangs-
plasmid entfernt. Zur cytoplasmatischen Synthese des Fusionsproteins fehlt dem Plasmid die
pelB-Signalsequenz. Das Plasmid tragt eine Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) zur

Selektion in E. coli.

pPET-22b(+)_TrCBM1-Bs2-Strepll

Plasmid zur Synthese von TrCBM1 (NCBI-Zugangsnummer: ADC83999.1) in Fusion mit Bs2-
Strepll in E. coli. Das Expressionsplasmid wurde aus dem Ausgangsplasmid pET-22b(+)_
ucCBM10-PaCBM10-TrCBM1-PpCBM1-BaCBM5-Bs2-Strepll generiert und tragt eine
verkirzte Sequenz des synthetischen Genkonstrukts 7 (vgl. pET-22b(+) _ucCBM10-
PaCBM10- rCBM1-PpCBM1-BaCBM5-Bs2-Strepll) bestehend aus 5° TrCBM1 3. Dazu wurde
Uber die Restriktionsschnittstelle Stul die Sequenz 5° PpCBM1-BaCBMS5 3° und Uber die
Restriktionsschnittstelle Ndel die Sequenz 5° ucCBM10-PaCBM10 3 aus dem Ausgangs-
plasmid entfernt. Zur cytoplasmatischen Synthese des Fusionsproteins fehlt dem Plasmid die
pelB-Signalsequenz. Das Plasmid tragt eine Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) zur

Selektion in E. coli.

pET-22b(+)_PpCBM1-Bs2-Strepll

Plasmid zur Synthese von PoCBM1 (NCBI-Zugangsnummer: CAY71902.1) in Fusion mit Bs2-
Strepll in E. coli. Das Expressionsplasmid wurde aus dem Ausgangsplasmid
pET-22b(+) ucCBM10-PaCBM10-TrCBM1-PpCBM1-BaCBM5-Bs2-Strepll generiert und tragt
eine verklrzte Sequenz des synthetischen Genkonstrukts 7 (vgl. pET-22b(+)_ucCBM10-
PaCBM10-TrCBM1-PpCBM1-BaCBM5-Bs2-Strepll) bestehend aus 5° PaCBM1 3‘. Dazu
wurde Uber die Restriktionsschnittstellen Mscl/SnaBl die Sequenz 5° BaCBM5 3' und Uber die
Restriktionsschnittstelle Ndel die Sequenz 5° ucCBM10-PaCBM10-TrCBM1 3‘ aus dem
Ausgangsplasmid entfernt. Zur cytoplasmatischen Synthese des Fusionsproteins fehlt dem
Plasmid die pe/B-Signalsequenz. Das Plasmid tragt eine Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR)

zur Selektion in E. coli.

pPET-22b(+)_BaCBM5-Bs2-Strepll

Plasmid zur Synthese von BaCBMS5 (NCBI-Zugangsnummer: AAU21943.2) in Fusion mit Bs2-
Strepll in E. coli. Das Expressionsplasmid wurde aus dem Ausgangsplasmid pET-22b(+)
ucCBM10-PaCBM10-TrCBM1-PpCBM1-BaCBM5-Bs2-Strepll generiert und tragt eine
verkirzte Sequenz des synthetischen Genkonstrukts 7 (vgl. pET-22b(+)_ucCBM10-
PaCBM10-TrCBM1-PpCBM1-BaCBM5-Bs2-Strepll) bestehend aus 5° BaCBM5 3‘. Dazu
wurde Uber die Restriktionsschnittstelle Ndel die Sequenz 5 ucCBM10-PaCBM10-TrCBM1-

PpCBM1 3 aus dem Ausgangsplasmid entfernt. Zur cytoplasmatischen Synthese des
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Fusionsproteins fehlt dem Plasmid die pe/B-Signalsequenz. Das Plasmid tragt eine Ampicillin-

Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in E. coli.

PET-22b(+)_Bs2-Strepll

Plasmid zur Synthese des Fluoreszenzmarkers Bs2 (NCBI-Zugangsnummer: ABN71355.1) in
Fusion mit dem Strep-tag® Il (IBA GmbH, Géttingen) in E. coli. Das Expressionsplasmid wurde
durch Mutagenese-PCR mit den Oligonukleotiden P33 x P34 (Tab. 2.4) und pET-22b(+)_
BICBM5-Bs2-Strepll als Template-DNA generiert. Zur cytoplasmatischen Synthese des
Fusionsproteins fehlt dem Plasmid die pe/B-Signalsequenz. Das Plasmid tragt eine Ampicillin-

Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in E. coli.

pPET-22b(+) _BaCBM2-eGFP-Strepll

Plasmid zur Synthese von BaCBMZ2 (NCBI-Zugangsnummer: ACQ50287) in Fusion mit
eGFP-Strepll (NCBI-Zugangsnummer: AFA52654) in E. coli. Die DNA-Sequenz von eGFP
wurde durch PCR mit Hilfe der Oligonukleotide P114 x P115 (Tab. 2.4) und pET-15b_His-
eGFP als Template-DNA amplifiziert. Dabei wurde 3‘ terminal die Sequenz, kodierend flir den
Strep-tag® Il (IBA GmbH, Gottingen) angefiigt. Uber die Restriktionsschnittstellen Sall/Xhol
wurde die amplifizierte DNA in pET-22b(+)_BaCBM2-Bs2-Strepll anstelle der DNA-Sequenz
von Bs2 integriert. Zur cytoplasmatischen Synthese des Fusionsproteins fehlt dem Plasmid
die pelB-Signalsequenz. Das Plasmid tragt eine Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) zur

Selektion in E. coli.

PET-22b(+)_eGFP-Strepll

Plasmid zur Synthese des Fluoreszenzmarkers eGFP (NCBI-Zugangsnummer: AFA52654) in
Fusion mit dem Strep-tag® Il (IBA GmbH, Géttingen) in E. coli. Die DNA-Sequenz von eGFP
wurde durch PCR mit Hilfe der Oligonukleotide P114 x P116 (Tab. 2.4) und pET-15b_His-
eGFP als Template-DNA amplifiziert. Dabei wurde 3‘ terminal die Sequenz, kodierend flir den
Strep-tag® Il angefiigt. Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel/Xhol wurde die amplifizierte
DNA in pET-22b(+)_Bs2-Strepll anstelle der DNA-Sequenz von Bs2 integriert. Zur
cytoplasmatischen Synthese des Fusionsproteins fehlt dem Plasmid die pe/B-Signalsequenz.

Das Plasmid tragt eine Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in E. coli.

pPET-22b(+)_spAlgL-phoA-Strepll

Plasmid zur Synthese und periplasmatischen Sekretion der Alkalischen Phosphatase PhoA
(NCBI-Zugangsnummer: AKD90625.1) in E. coli. Die DNA-Sequenz 5°' spAlgL-phoA 3‘ wurde
durch PCR mit Hilfe der Oligonukleotide P86 x P87 (Tab. 2.4) und pBEK1_phoA-algL als
Template-DNA amplifiziert und anschlie®end lber die Restriktionsschnittstellen Sacl/Ndel in
pET-22b(+) Strepll integriert. Das Protein PhoA weist dadurch N-terminal die alglL-

Signalsequenz aus Pseudomonas putida KT2440 zur Sekretion ins Periplasma und C-terminal
33



Material und Methoden

den Strep-tag® Il (IBA GmbH, Goéttingen) zur Aufreinigung auf. Das Plasmid tragt eine

Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in E. coli.

PET-22b(+)_spAlgL-phoA-BaCBM2-Strepll

Plasmid zur Synthese und periplasmatischen Sekretion der Alkalischen Phosphatase PhoA
(NCBI-Zugangsnummer: AKD90625.1) in Fusion mit BaCBM2 (NCBI-Zugangsnummer:
ACQ50287) in E. coli. Zunachst wurde aus dem Ausgangsplasmid pET-22b(+)_BaCBM2-Bs2-
Strepll Uber die Restriktionsschnittstelle Sall die DNA-Sequenz von Bs2 entfernt.
AnschlieRend wurde die DNA-Sequenz 5° spAlgL-phoA 3° durch PCR mit Hilfe der
Oligonukleotide P87 x P88 (Tab. 2.4) und pBEK1_phoA-algL als Template-DNA amplifiziert
und Uber die Restriktionsschnittstelle Ndel in das Plasmid integriert. Das Fusionsprotein weist
dadurch N-terminal die alglL-Signalsequenz aus Pseudomonas putida KT2440 zur Sekretion
ins Periplasma und C-terminal den Strep-tag® Il (IBA GmbH, Géttingen) zur Aufreinigung auf.

Das Plasmid tragt eine Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in E. coli.

pET-22b(+)_BaCBM2-phoA-Strepll

Plasmid zur Synthese von BaCBM2 (NCBI-Zugangsnummer: ACQ50287) in Fusion mit der
Alkalischen Phosphatase PhoA (NCBI-Zugangsnummer: AKD90625.1) in E. coli. Die phoA-
Sequenz wurde durch PCR mit Hilfe der Oligonukleotide P84 x P85 (Tab. 2.4) und
pBEK1 phoA-algL als Template-DNA amplifiziert und anschlielend Uber die
Restriktionsschnittstelle Sall in pET-22b(+) BaCBM2-Bs2-Strepll anstelle der DNA-Sequenz
von Bs2 integriert. Zur cytoplasmatischen Synthese des Fusionsproteins weist das Plasmid
keine Signalsequenz auf. Das Plasmid tragt eine Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) zur

Selektion in E. coli.

PET-22b(+)_cBaCBM2-Strepll

Plasmid zur Synthese von cBaCBM2 (NCBI-Zugangsnummer: ACQ50287) in E. coli. Zur
Generierung dieses Plasmids wurde aus dem Ausgangsplasmid pET-22b(+)_cBaCBM2-Bs2-
Strepll (Tab. 2.7) die DNA-Sequenz von Bs2 (ber die Restriktionsschnittstelle Sall entfernt.
Das Peptid weist am N-Terminus die Aminosaure Cystein fir die Konjugatsynthese und am
C-Terminus den Strep-tag® Il (IBA GmbH, Goéttingen) zur Aufreinigung auf. Zur
cytoplasmatischen Synthese des Fusionsproteins fehlt dem Plasmid die pe/B-Signalsequenz.

Das Plasmid tragt eine Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in E. coli.

PEVO+_spX-cBaCBM2-Strepll

Plasmid zur Synthese und Sekretion von cBaCBM2 (NCBI-Zugangsnummer: ACQ50287) mit
B. subtilis. Die Sequenz 5° cBaCBM2-Strepll 3° wurde durch PCR mit den Oligonukleotiden
P112 x P113 (Tab. 2.4) und pET-22b(+) cBaCBM2-Strepll als Template-DNA amplifiziert und

Uber die Restriktionsschnittstellen Nhel/BamHI in die pEVO+_spX-Vektoren (evoxx
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technologies GmbH, Monheim am Rhein) integriert. Die amplifizierte DNA kodiert flr die
Aminosaure Cystein fir die Konjugatsynthese, das BaCBM2 und den Strep-tag® Il (IBA GmbH,
Géttingen) zur Aufreinigung. Das Peptid wurde zur Sekretion N-terminal an verschiedene
Signalpeptide (spX) fusioniert. Hierzu wurde die amplifizierte DNA in verschiedene
pEVO+_spX-Vektoren integriert, die sich jeweils in der Signalsequenz unterschieden.
Weiterhin tragen die Vektoren einen Promotor zur Phasen-induzierten Expression und eine
Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR) zur Selektion in E. coli sowie eine Kanamycin-

Resistenzkassette (KanR) zur Selektion in B. subtilis.

pPICZaA_cBaCBM2-Strepll

Plasmid zur Methanol-induzierten Expression und Sekretion von cBaCBM2 (NCBI-
Zugangsnummer: ACQ50287) mit P. pastoris. Das synthetische Genkonstrukt 8 bestehend
aus 5° cBaCBM2-Strepll 3‘ lag Codon-optimiert fir P. pastoris vor und wurde Uber die
Restriktionsschnittstellen EcoRl/Xbal in den pPICZaA-Vektor (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, USA) integriert. Die synthetische DNA kodiert fir die Aminosaure
Cystein fur die Konjugatsynthese, das BaCBM2 sowie fur den Strep-tag® Il (IBA GmbH,
Goéttingen) zur Aufreinigung. Das Peptid wurde zur Sekretion N-terminal an die Signalsequenz
des a-Faktors aus S. cerevisiae fusioniert. Das Plasmid tragt eine Zeocin™-Resistenzkassette
zur Selektion in E. coli und P. pastoris. Zur genomischen Integration des Plasmids Uber
homologe Rekombination in den AOX1-Lokus von P. pastoris weist das Plasmid die
Promotorsequenz von AOX1 auf. Weiterhin erlaubt diese gezielte Integration des Plasmids

eine Methanol-induzierte Expression des Zielgens.

pPGAPZaA_cBaCBM2-Strepll

Plasmid zur konstitutiven Expression und Sekretion von cBaCBM2 (NCBI-Zugangsnummer:
ACQ50287) mit P. pastoris. Das synthetische Genkonstrukt 8 bestehend aus 5' cBaCBM2-
Strepll 3' lag Codon-optimiert fir P. pastoris vor und wurde Uber die Restriktionsschnittstellen
EcoRl/Xbal in den pGAPZaA-Vektor (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
USA) integriert. Die synthetische DNA kodiert fur die Aminosdure Cystein flir die
Konjugatsynthese, das BaCBM2 sowie flr den Strep-tag® Il (IBA GmbH, Gottingen) zur
Aufreinigung. Das Peptid wurde zur Sekretion N-terminal an die Signalsequenz des a-Faktors
aus S. cerevisiae fusioniert. Das Plasmid tragt eine Zeocin™-Resistenzkassette zur Selektion
in E. coli und P. pastoris. Zur genomischen Integration des Plasmids (ber homologe
Rekombination in den GAP-Lokus von P. pastoris weist das Plasmid die GAP-
Promotorsequenz auf. Weiterhin erlaubt diese gezielte Integration des Plasmids eine

konstitutive Expression des Zielgens.
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Neue Plasmidbezeichnung

Punktmutation

Oligonukleotid

Ausgangsplasmid
(Template-DNA bei PCR)

pET-22b(+)_BaCBM2-Bs2- Y63W P48 x P49
Strepll (entspricht der

wildtypischen Peptidsequenz)

pET-22b(+)_BaCBM2_W9A- WO9A P58 x P59
Bs2-Strepll

pET-22b(+)_BaCBM2_W44A- W44A P56 x P57
Bs2-Strepll

pET-22b(+)_BaCBM2_W63A- W63A P49 x P60
Bs2-Strepll

pET-22b(+)_BaCBM2_W9A WOA_W44A_ P65 x P66
W44A_W63A-Bs2-Strepll W63A
pET-22b(+)_BaCBM2_S11R_ S11R_D45N P89, P105, P91,
D45N-Bs2-Strepl| P93, P94, P95
pET-22b(+)_BaCBM2_T24W- T24W P89, P105, P90,
Bs2-Strepl| P92, P93, P96
pET-22b(+)_BaCBM2_V18W_ V18W_T24W P89, P105, P90,
T24W-Bs2-Strepll P92, P93, P97
pET-22b(+)_BaCBM2_S11R_ ST1R_V18W_ P89, P105, P93,
V18W_ T24W_D45N-Bs2-Strepll  T24W_D45N P94, P95, P97
pET-22b(+)_BsCBM2-Bs2- Y63W P50 x P51
Strepll (entspricht der

wildtypischen Peptidsequenz)

pET-22b(+)_cBaCBM2-Bs2- Integration P70 x P71

Strepll

eines Cysteins

pET-22b(+)_BaCBM2_W63Y-Bs2-
Strepll

pET-22b(+)_BaCBM2-Bs2-Strepll

pET-22b(+)_BaCBM2-Bs2-Strepll

pET-22b(+)_BaCBM2-Bs2-Strepll

pET-22b(+)_BaCBM2-Bs2-Strepll

pET-22b(+)_BaCBM2-Bs2-Strepll

pET-22b(+)_BaCBM2-Bs2-Strepll

pET-22b(+)_BaCBM2-Bs2-Strepll

pET-22b(+)_BaCBM2-Bs2-Strepll

pET-22b(+)_BsCBM2_WG63Y-Bs2-
Strepll

pET-22b(+)_BaCBM2-Bs2-Strepll

hinter das
Startcodon
2.1.5 Stamme
Tab. 2.8: Verwendete Staimme
Stamm Genotyp Bezugsquelle/ Referenz

B. subtilis TEB1030
E. coli BL21 (DE3)

E. coli BL21 (DE3) [pLysS]

E. coli Rosetta™ 2 (DE3)
[PRAREZ2]

B. subtilis 168 his nprE aprk bpfispl lipA lipB
F- ompT gal decm lon hsdSs(rs"ms~) N(DE3 [/acl
lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB*]k-12(\S)
F- ompT gal dem lon hsdSs(rsms~) N(DE3 [/acl
lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB*k-12(\S)
pLysS[T7p20 orip1sa](CamR)

F- ompT gal dem lon hsdSs(rsms~) N(DE3 [/acl
lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB*k-12(\S)
pLysSRAREZ2[T7p20 ileX argU thrJ tyrU glyT
thrT argW metT leuW proL orip15a](CamR)

Eggert et al. (2003)
Stratagene AG

Stratagene AG

Novagen, Merck KGaA
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E. coli XL-1 Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1  Stratagene AG

lac [F" proAB laclgZAM15 Tn10 TetR]
P. pastoris X-33 Wildtyp Thermo Fisher Scientific, Inc.
T. reesei QM6a Wildtyp ATCC® 13631™

Tab. 2.9: In dieser Arbeit generierte Stamme

Stamm Genotyp

P. pastoris X-33-BaCBM2A0X1 P. pastoris X-33, pPICZaA_cBaCBM2-Strepll in AOX1-Lokus integriert

P. pastoris X-33-BaCBM26¢4P P. pastoris X-33, pGAPZaA_cBaCBM2-Strepll in GAP-Lokus integriert

P. pastoris X-33-ctrlA0X P. pastoris X-33, pPICZaA in AOX1-Lokus integriert

P. pastoris X-33-ctrlGAP P. pastoris X-33, pGAPZaA in GAP-Lokus integriert

P. pastoris X-33-LCIA0X" P. pastoris X-33, pPICZaA_cLClI-Strepll in AOX1-Lokus integriert

P. pastoris X-33-LCIGAP P. pastoris X-33, pGAPZaA_cLClI-Strepll in GAP-Lokus integriert

T. reesei QM6a-LCleeA T. reesei QM6a, Expressionskassette von LCI und HygR in cel7A-Lokus
integriert

T. reesei QM6a-LCI-StrepllceA T. reesei QM6a, Expressionskassette von LCI-Strepll und HygR in cel7A-

Lokus integriert

2.2 Molekularbiologische Methoden

Standardtechniken der Molekularbiologie wie die Restriktion von DNA, die Modifikation von
DNA-Enden und die Ligation wurden modifiziert nach Ausubel (2003) und Sambrook et al.
(1989) durchgefuhrt. Dabei eingesetzte Enzyme und Kits (2.1.1.2) wurden nach Angaben der
Hersteller verwendet. Zur Verkniipfung mehrerer DNA-Fragmente wurde das ,NEBuilder® HiFi

DNA Assembly Cloning Kit“ von New England Biolabs GmbH (Frankfurt am Main) eingesetzt.

2.2.1 Bestimmung der DNA-Konzentration

Um DNA-Konzentrationen quantitativ zu bestimmen, wurde ein ,NanoDrop™ 2000*
Spektralphotometer (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA) verwendet. Die
photometrische Messung der DNA erfolgte bei einer Wellenlange von 260 nm. Die Reinheit
der Probe wurde durch den Quotient Azso/A2s0 mit einem Optimum von zwischen 1,8 und 2,0

ermittelt.

2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA aus E. coli und B. subtilis wurde unter Verwendung des ,GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kits“ (Tab. 2.2) isoliert. Um Plasmid-DNA aus B. subtilis zu isolieren, wurde Schritt 1
des Kits abgewandelt, indem das geldste Zellpellet mit 100 pg Lysozym versetzt und fir 30 min
bei 37°C inkubiert wurde.
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2.2.3 Amplifizierung von DNA (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde eine Polymerasekettenreaktion (PCR) im
,Mastercycler® ep gradient S“ (Eppendorf AG, Hamburg) durchgefiihrt (Saiki et al., 1985). Ein
Standard-PCR Ansatz ist unten angegeben. Das jeweilige PCR-Programm wurde nach
Angaben des DNA-Polymerase-Herstellers und in Abhangigkeit von der Grole des zu
amplifizierenden DNA-Fragments, den eingesetzten Oligonukleotiden sowie der eingesetzten

Template-DNA modifiziert.

Standard-PCR Ansatz

1-5 ng Template-DNA

40 nmol dNTPs

50 pmol je Oligonukleotid

5x Phusion® HF Reaktionspuffer

2 U Phusion® HF DNA-Polymerase (Tab. 2.1)
1 % Dimethylsulfoxid

Kolonie-PCR

Fir Kolonie-PCRs von P. pastoris wurde Zellmaterial der zu testenden Kolonie in 50 uL dH,O
resuspendiert und anschlieliend thermal aufgeschlossen (10 min bei 95°C; 1 h bei -80°C;
10 min bei 95°C). In den PCR-Ansatz wurde 1 uL dieser Zellsuspension als Template-DNA
eingesetzt. Fir Kolonie-PCRs von T. reesei wurde Zellmaterial der zu testenden Kolonie direkt

in die PCR-Reaktion eingesetzt.

Mutagenese-PCR

Um gezielt DNA-Fragmente nahe des 5‘- oder 3‘-Terminus zu verandern, wurde eine PCR mit
Mutagenese-Oligonukleotiden durchgefiihrt. Fir einzelne Basenaustausche wurde eine
Mutagenese-PCR nach dem Protokoll des ,QuikChange® Il Site-Directed Mutagenesis Kits*
(Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn) durchgeftihrt.

2.2.4 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde als Auftragsarbeit durch die Firma GATC Biotech AG
(Konstanz) durchgeflihrt. Die Auswertung der Rohdaten wurden mit Hilfe der Clone Manager
Professional 9 Software (2.6.2) durchgefiihrt.

2.2.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Zur analytischen und praparativen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde eine
Agarosegelelektrophorese nach Sambrook et al. (1989) durchgefuhrt. Abhangig von den zu
erwartenden DNA-Fragmentgrofen wurden die Konzentration der Agarose im Gel sowie der

eingesetzte DNA-GréRenstandard (Tab. 2.3) ausgewahlt. Die Elektrophorese erfolgte in 1 x
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TAE-Puffer bei einer konstanten Spannung von 120 V. Zur Detektion der Banden wurde das
Agarosegel anschlieBend mit dem Geldokumentationssystem ,G:BOX" der Firma Syngene
(Cambridge, England) mit UV-Strahlen belichtet. Bei der praparativen Auftrennung von DNA
wurde das Agarosegelstiick mit der zu isolierenden DNA ausgeschnitten und die im Gel
enthaltene DNA mit dem ,innuPREP DOUBLEpure™ Kit* von Analytik Jena AG (Jena) nach

Angaben des Herstellers aufgereinigt.

50x TAE-Puffer
2 M Tris

1 M Essigsaure
50 mM EDTA

2.3 Mikrobiologische Methoden
2.3.1 Mikrobiologische Arbeiten mit E. coli

2.3.1.1 Zellkultivierung von E. coli

E. coli Zellen wurden in LB- oder TB-Flissigmedium und auf LB-Festmedium mit
entsprechenden Antibiotika bei 37°C kultiviert. Die Anzucht von E. coli in Flissigmedium
erfolgte bei 180 Upm in einem Erlenmeyerkolben mit einem Verhaltnis von Kulturvolumen zu
Kolbenvolumen von 1:10. Fir die IPTG-induzierte Expression wurde eine E. coli BL21 (DE3)
Kultur bei einer ODggo von ~ 0,5 mit IPTG (0,05—-1 mM) induziert und fur weitere 20 h bei 25°C
oder 30°C inkubiert. Fur die auto-induzierte Expression wurden E. coli BL21 (DE3) [pLysS]
Zellen in 500 mL LB-Flissigmedium, versetzt mit 10 mL 50 x M-Puffer und 10 mL 50 x 5052-
Puffer in einem 1L Erlenmeyerkolben ohne Schikane fur 3 h bei 37°C und 180 Upm und
anschlielend Uber Nacht bei 25°C und 120 Upm kultiviert (Studier, 2005). Die Zelldichte von
Flussigkulturen wurde mit dem Spektralphotometer ,Ultrospec™2100 pro UV/Visible* (GE
Healthcare Europe GmbH, Freiburg) bei einer Wellenlange von 600 nm und dem verwendeten
Medium als Referenz bestimmt. Zur dauerhaften Lagerung von E. coli wurden 700 pyL GN-

Kultur mit 300 uL 86 % (v/v) Glycerin gemischt und bei -80°C eingefroren.

50 x M-Puffer 50 x 5052-Puffer

222 g NazHPO4 250 mL 100 % (v/v) Glycerin
170 g KH2PO4 25 g Glukose

133 g NH4ClI 100 g o-Laktose-Monohydrat
35 g Na2S04 ad 1 L dH20; autoklaviert

ad 1 L dH20; autoklaviert
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TB (Terrific Broth) TB-Salze
12 g Trypton 0,17 M KH2PO4
24 g Hefeextrakt 0,72 M K2HPO4

4 mL 100 % (v/v) Glycerin

ad 900 mL dH20; autoklaviert
Zugabe von:

100 mL TB-Salze; autoklaviert

2.3.1.2 Transformation von E. coli

Zur Herstellung von chemisch-kompetenten E. coli Zellen sowie der Transformation mit
Plasmid-DNA wurde die RbCI-Methode (Hanahan, 1983) verwendet. Fur die Herstellung
chemisch-kompetenter E. coli Zellen wurde eine LB-Vorkultur mit einer entsprechenden
frischen Einzelkolonie angeimpft und GUN bei 180 Upm und 37°C inkubiert. Fur die Hauptkultur
wurden 100 mL LB-Flissigmedium, versetzt mit 1 mL 1 M MgClz sowie 1 mL 1 M MgSOs, mit
1 mL der Vorkultur inokuliert und bis zu einer ODegoo von 0,5 bis 0,7 kultiviert. Die Kultur wurde
zu je 50 mL aliquotiert und zentrifugiert (20 min, 3200 x g, 4°C). Die Uberstande wurden
verworfen und die Zellpellets in je 25 mL eiskaltem TMF-Puffer aufgenommen. Nach 1 h
Inkubation auf Eis wurden die Zellsuspensionen zentrifugiert (20 min, 3200 x g, 4°C) und die
Zellpellets in je 5 mL eiskaltem TMF-Puffer resuspendiert. AbschlieRend erfolgte die Zugabe
von 1,5 mL sterilem 86 %-igem (v/v) Glycerin sowie die Aliquotierung der Zellsuspensionen a
100 L zur Lagerung bei -80°C.

Die Transformation chemisch-kompetenter E. coli Zellen mit Plasmid-DNA wurde durch einen
Hitzeschock durchgefiihrt. Dazu wurden 100 uL chemisch-kompetente E. coli Zellen auf Eis
aufgetaut und mit zirkularer Plasmid-DNA fir 30 min auf Eis inkubiert. Es wurden entweder
der gesamte Ligationsansatz, 2 pL eines Gibson Assembly® Ansatzes oder 1 pL isolierte
Plasmid-DNA aus E. coli eingesetzt. Nach dem Hitzeschock (42°C, 30 s) wurden die Zellen in
950 uL SOC-Medium aufgenommen und je nach Antibiotikaresistenz zwischen 30 min und 2
h bei 37°C und 180 Upm geschittelt. Zur Selektion wurde die Zellsuspension dann auf LB-

Festmedium, versetzt mit entsprechendem Antibiotikum, ausplattiert.

TMF-Puffer SOC-Medium
100 mM CaClz 20 g Trypton
50 mM RbCl2 5 g Hefeextrakt
40 mM MnCl2 0,5 g NaClz

10 mL 1 M MgCl2

10 mL 1 M MgSOq4

ad 980 mL dH20; autoklaviert

Zugabe von:

20 mL 20 % (w/v) Glukose; autoklaviert
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2.3.2 Mikrobiologische Arbeiten mit B. subtilis

2.3.2.1 Zellkultivierung von B. subtilis

B. subtilis Zellen wurden in LB-Flissigmedium oder auf LB-Festmedium mit Kanamycin
versetzt bei 37°C kultiviert. Die Anzucht von B. subtilis in Flliissigmedium erfolgte bei 180 Upm
in einem Erlenmeyerkolben mit einem Verhaltnis von Kulturvolumen zu Kolbenvolumen von
1:10. UN-Kulturen wurden mit einer frischen Einzelkolonie vom Festmedium angeimpft.
Hauptkulturen wurden mit einer UN-Kultur auf eine ODegoo von 0,1 inokuliert und fir 24 h
kultiviert. Die Zelldichte von Flussigkulturen wurde mit dem Spektralphotometer ,Ultrospec™
2100 pro UV/Visible* (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg) bei einer Wellenlange von 600
nm und dem verwendeten Medium als Referenz bestimmt. Zur dauerhaften Lagerung von B.
subtilis wurden 700 pL UN-Kultur mit 300 uL 86 % (v/v) Glycerin gemischt und bei -80°C

eingefroren.

2.3.2.2 Transformation von B. subtilis

Die Transformation von B. subtilis mit Plasmid-DNA wurde Uber die natirliche Kompetenz
nach einer modifizierten Methode von Anagnostopoulos und Spizizen (1961) und Young und
Spizizen (1961) durchgefihrt. Dazu wurde eine frische B. subtilis Einzelkolonie in 3 mL Paris-
Medium Uber Nacht bei 37°C schuttelnd inkubiert. Fur die Hauptkultur wurden 3 mL Paris-
Medium mit 60 pL der GN-Kultur inokuliert und flr genau 3 h 15 min kultiviert. Die Kultur wurde
dann in 0,5 mL Aliquots aufgeteilt und nach Zugabe von 1 ug Plasmid-DNA flir weitere 3 h bis

5 h kultiviert. AnschlieRend wurde die Kultur auf Selektionsagar ausplattiert.

Paris-Medium Phosphat-Citrat-Puffer
10 mL Phosphat-Citrat-Puffer; autoklaviert 0,6 M KoHPO4

5 mL 20 % (w/v) Glukose; autoklaviert 0,4 M KH2PO4

2 mL 1 M K-Glutamat; autoklaviert 30 mM Nazs-Citrat

200 pL 0,11 % (w/v) FeqnNH4-Citrat; steril filtriert
5 mL 2 % (w/v) Casaminosauren; autoklaviert

2 mL 0,1 % (w/v) Tryptophan; steril filtriert

300 pL 1 M MgSOs; autoklaviert

75,5 mL dH20; autoklaviert

2.3.3 Mikrobiologische Arbeiten mit P. pastoris

2.3.3.1 Zellkultivierung von P. pastoris

P. pastoris wurde nach Angaben des Benutzerhandbuchs ,EasySelect™ Pichia Expression
Kit“ (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA) kultiviert. Die Zellen wurden in

YDP-Flissigmedium oder auf YPD-Festmedium mit Zeocin™ (Invitrogen) versetzt bei 28°C

41



Material und Methoden

kultiviert. P. pastoris wurde zur Methanol-induzierten Expression in BMMY-Medium und zur
konstitutiven Expression in BMGY-Medium angezogen. Die Durchmusterung von
Transformanten erfolgte im 96-Well Mikrotiterplatten-Format. Hierzu wurde eine Hauptkultur
aus 800 uL BMGY- oder BMMY-Medium in einer Deepwell-Mikrotiterplatte (Sarstedt AG & Co.,
Numbrecht) mit 50 yL einer Vorkultur inokuliert und bei 800 Upm fiir 4 Tage geschittelt. Far
die Vorkultur wurden 150 yL BMGY-Medium in einer Mikrotiterplatte (F-Bottom, clear, Greiner
Bio-One GmbH, Frickenhausen) mit einer frischen Einzelkolonie angeimpft. Die Anzucht von
P. pastoris im Erlenmeyerkolben erfolgte bei 225 Upm mit einem Verhaltnis von Kulturvolumen
zu Kolbenvolumen von 1:10. UN-Kulturen wurden mit einer frischen Einzelkolonie vom
Festmedium angeimpft. Hauptkulturen wurden mit einer GN-Kultur auf eine ODsggo von 0,5 bis 1
inokuliert und fiur 4 Tage kultiviert. Die Zelldichte von Flussigkulturen wurde mit dem
Spektralphotometer ,Ultrospec™ 2100 pro UV/Visible (GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg) bei einer Wellenlange von 600 nm und dem verwendeten Medium als Referenz
bestimmt. Zur dauerhaften Lagerung von P. pastoris wurden 500 pyL GN-Kultur mit 200 pL
86 % (v/v) Glycerin gemischt und bei -80°C eingefroren.

2.3.3.2 Transformation von P. pastoris

Die Transformation von P. pastoris mit Plasmid-DNA wurde durch Elektroporation nach
Angaben des Benutzerhandbuchs ,EasySelect™ Pichia Expression Kit* (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA) durchgefiihrt. Zunachst wurden 5 mL YPD-Medium mit
einer frischen Einzelkolonie von P. pastoris X-33 angeimpft und UN bei 30°C kultiviert. Eine
Hauptkultur aus 500 mL YPD-Medium wurde dann mit 0,1 bis 0,5 mL der GN-Kultur inokuliert
und UN bis zu einer ODgsgo von 1,3 bis 1,5 angezogen. Nach Zentrifugation der Zellen (5 min,
1500 x g, 4°C) wurde das Pellet in 500 mL eiskaltem, sterilem dH2O resuspendiert. Die
Prozedur wurde mit 250 mL eiskaltem, sterilem dH-O sowie mit 20 mL und 1 mL eiskaltem
1 M Sorbitol wiederholt. AnschlieRend wurden je 80 uL der Zellsuspension mit 10 ug Sacl-
linearisierter pPICZa-DNA oder mit 10 pg BspHiI-linearisierter pPGAPZaA-DNA versetzt und in
eine Elektroporationskulivette tberflhrt. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen bei
1,5kV, 200 Q, 50 yF und einer Zeitkonstante von 10 ms unter Verwendung des ,ECM® 630
Elektroporators® (BTX® Harvard Apparatus, Holliston, USA) behandelt. Die Zellsuspension
wurde direkt mit 1 mL 1 M eiskaltem Sorbitol vermischt und fir 2 h bei 30°C inkubiert. Zur
Selektion wurden die Zellen dann auf YPDS-Festmedium, versetzt mit Zeocin™ (Invitrogen),
ausplattiert und fur 2 bis 3 Tage bei 30°C inkubiert.
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2.3.3.3 Fermentation von P. pastoris im Fed-Batch Verfahren und

Probenaufbereitung

Die Fermentation von P. pastoris wurde in dem Bioreaktor ,LabFors 3* mit 7,5 Liter
Totalvolumen der Firma Infors AG (Bottmingen, Schweiz) durchgefihrt. Dazu wurden 1,35 L
Batch-Medium im Fermenter autoklaviert und mit 150 mL steril filtrierter (NaPOs3)s-LOsung
(250 g/L) sowie 6,5 mL autoklavierter Spurenelementldsung unter sterilen Bedingungen
versetzt (Oehler et al., 1998; Zhang et al., 2000). Wahrend der Fermentation wurde Uber eine
externe Pumpe Antischaum (Struktol SB420, Schill + Seilacher ,Struktol* GmbH, Hamburg),
1:10 verdunnte Spurenelementlésung sowie die Feed-Losung automatisiert zugefiihrt. Durch
einen PID (proportional-integral-derivative)-Regler wurden die Temperatur bei 28°C sowie der
pH-Wert mittels 4 M Phosphorsadure und 10 %-iger (w/v) Ammoniak-Losung bei pH 5,0
konstant gehalten (Zhang et al., 2007). Als Vorkultur wurde eine frische Einzelkolonie von
P. pastoris in 100 mL YPG-Medium angeimpft und UGN bei 28°C und 200 Upm kultiviert. Der
Fermenter wurde dann mit der Vorkultur auf eine ODsxw von 0,5 inokuliert. Der
Fermentationsprozess setzte sich aus zwei Phasen zusammen. In der ersten Phase, der
sogenannten Batch-Phase fand keine Zugabe der Feed-Ldsung statt, da das Glycerin des
Batch-Mediums als Kohlenstoffquelle fir die Zellen fungierte. Sobald das Glycerin
verstoffwechselt war, begann die zweite Phase, die sogenannte Fed-Batch-Phase, welche
sich eindeutig an einem schnellen Anstieg des Sauerstoffpartialdrucks erkennen liels. Ab
diesem Zeitpunkt wurde die Zugabe der Feed-Ldsung mit Glukose als neue Kohlenstoffquelle
sowie die Zugabe der Spurenelementlésung eingeleitet. Der Zulauf erfolgte linear (Zulaufii)
oder exponentiell mit linearem Zulauf nach 9 h (Zulaufex,) (Faust, 2014; Maurer et al., 2006;
Sonnleitner und Chmiel, 2011). Zu verschiedenen Zeitpunkten der Fermentationen wurden die
Feuchtzellmasse (WCW) aus 10 mL Fermenterbrihe gravimetrisch in Doppelbestimmung und
die ODggo mit dem ,Ultrospec™ 2100 pro UV/Visible* (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg)
photometrisch in Dreifachbestimmung gemessen. 1 g WCW/L entspricht ~ 0,27 g Zelltrocken-
masse/L und ~ 1 ODeoo (Jacobs et al., 2010).

Zur Aufarbeitung der Kulturiiberstande wurden diese mit einem Acrodisc® SpritzenvorsatZfilter
(0,8 um/ 0,2 um Supor® Membran, Pall Corporation AG, Port Washington, USA) steril filtriert.
Die Dialyse der Proben wurde mit dem ,RC Trial Kit* (Tab. 2.2) nach Angaben des Herstellers
fur 2 Tage bei 4°C in 10 mM Tris/HCI pH 8 durchgefiihrt. Zur Lyophilisierung wurden Proben
bei -20°C eingefroren und dann in der Gefriertrocknungsanlage ,Christ® Alpha 1-4 LSC*

(Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz) gefriergetrocknet.
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Batch-Medium Spurenelementlésung Feed-L6sung
27,3 g K2SOq4 6,0 g CuSOa4 1,8 L 79,4 % (w/v) Glukose; autoklaviert
13,5 g (NH4)2S04 0,08 g Nal 100 mL 20 % (w/v) KCI; autoklaviert
1,77 g CaSO4 x 2 H20 3,0 g MnSO4 x H20 50 mL 25,8 % (w/v) MgSOs; autoklaviert
22,35 g MgS0O4 x 7 H20 0,2 g Na2MoOs4 x 2 H20 50 mL 1,4 % (w/v) CaClz; autoklaviert
60 mL 100 % (v/v) Glycerin 0,02 g H3BOs 12 mL 20 % (w/v) Biotin; steril filtriert
ad 1,35 L H20 0,92 g CoCl2 x 6 H20

20 g ZnCl2 YPG-Medium

65 g FeSO4 x 7 H20 10 g Hefeextrakt

0,2 g Biotin 20 g Pepton

5 mL 96 % (w/v) H2SO4 10 g Glycerin

ad 1 L dH20; autoklaviert ad 1 L dH20; autoklaviert

2.3.4 Mikrobiologische Arbeiten mit T. reesei

2.3.4.1 Zellkultivierung von T. reesei

T. reesei wurde in PD-Flissigmedium oder auf PD-Festmedium bei 28°C kultiviert. Zur
Sporenbildung wurde T. reesei auf ME-Festmedium bei 28°C inkubiert. Fir Expressions-
kulturen wurde T. reesei zunachst auf ME-Festmedium angezogen. Die dabei generierten
Sporen wurden in 2 mL sterilem PD-Flissigmedium aufgenommen und zur Inokulation von
10 mL PD-Flissigmedium eingesetzt (UN, 28°C, 150 Upm). Mit dieser Vorkultur wurde eine
Hauptkultur aus 100 mL TRMM angeimpft und fir 7 Tage bei 28°C und 150 Upm kultiviert. Zur
dauerhaften Lagerung von T. reesei wurden 700 pL 86 % (v/v) Glycerin mit 500 yL Sporen,
welche in PD-Flassigmedium von ME-Festmedium abgeschwemmt wurden, gemischt und bei

-80°C eingefroren.

2.3.4.2 Transformation von T. reesei

Die Transformation von T. reesei mit linearisierter Plasmid-DNA wurde durch Elektroporation
von Sporen modifiziert nach Penttila et al. (1987) durchgefihrt. Fir die Sporenbildung wurden
T. reesei Zellen auf ME-Festmedium bei 28°C inkubiert. Nach zwei Tagen wurden die Sporen
geerntet, in dem diese in 8 mL sterilem dH,O aufgenommen wurden. Die Sporensuspension
wurde zentrifugiert (18000 x g) und einmal mit sterilem, eiskaltem dH.O gewaschen.
AnschlieBend wurde das Sporenpellet in sterilem, eiskaltem 1,1 M Sorbitol zweimal
gewaschen und in 200 uL 1,1 M Sorbitol resuspendiert. Fir die Transformation wurden 75 uL
dieser Sporensuspension mit 10 ug Psil-linearisierter Plasmid-DNA vermengt und mit dem
,ECM®630 Elektroporator* (BTX® Harvard Apparatus, Holliston, USA) bei 1,8 kV, 200 Q, 25 uF
und einer Zeitkonstante von 10 ms behandelt. Der Reaktionsansatz wurde in YEPD
aufgenommen und mit dem vierfachen Volumen 1,1 M Sorbitol gemischt. Zur Regenerierung

wurden die Zellen (N bei 28°C und 500 Upm inkubiert und dann auf PD-Festmedium, versetzt
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mit Hygromycin B, ausplattiert. Nachdem die Zellen ein Mycel ausgebildet hatten, wurde
dieses mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und auf frischen PD-Festmedium, versetzt
mit Hygromycin B, Uberflhrt. Mittels Kolonie-PCR (2.2.3) wurden Kolonien auf die genomische

Integration der Expressionskassette tberpruft.

YEPD

10 g Hefeextrakt
20 g Pepton

10 g Glukose

ad 1L H20

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen wurden nach Bradford (1976) spektralphotometrisch bei einer
Wellenlange von 595 nm bestimmt. Als Standard diente eine definierte BSA-Konzentrations-
reihe (0 pg/mL, 20 pyg/mL, 40 pg/mL, 60 pyg/mL, 80 ug/mL, 100 ug/mL). Fir die Messungen
wurden jeweils in Doppelbestimmung 50 uL Probe bzw. Standard mit 200 pL
Roti® Quantlésung, verdiinnt nach Herstellerangaben (Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe),
in eine Mikrotiterplatte (F-Bottom, clear, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) pipettiert und
fur 5 min bei RT inkubiert. Anschlielend wurde die Absorption der Proben bei A = 595 nm im
Mikrotiterplattenreader ,SpectraMax 250 (Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, USA)

gemessen und die Proteinkonzentration anhand der Standardgeraden bestimmt.

2.4.2 Prazipitation von Proteinen

Proteine wurden mittels Trichloressigsaure aus Kulturiberstanden von B. subtilis modifiziert
nach Peterson (1977) geféllt. Dazu wurden Proben mit 0,1 Volumen 1 % (w/v) Natrium-
desoxycholat-Lésung gemischt und fir 10 min bei RT inkubiert. Daraufhin erfolgte die Zugabe
von 0,1 Volumen 70 % (w/v) Trichloressigsaure und eine weitere Inkubation der Proben fiir 10
min bei RT. Nach einer Zentrifugation (15 min, 18000 x g) wurde das Pellet mit 80 % (v/v)

Aceton gewaschen und bei 50°C getrocknet.

2.4.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurde unter denaturierenden
Bedingungen in einem diskontinuierlichen Gelsystem nach Laemmli (1970) durchgefihrt.
Dazu wurden 12,5 %- oder 14 %-ige Gele sowie 4-20 % Mini-PROTEAN® TGX™ Gele
(BioRad Laboratories, Inc., Hercules, USA) verwendet. Vor der SDS-PAGE wurden die

Proteinproben in SDS-Probenpuffer aufgenommen und fir 5 min bei 95°C erhitzt. Zur
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Abschatzung der molekularen Masse von Proteinen wurden verschiedene ProteingroRen-
standards (Tab. 2.3) verwendet. Die SDS-PAGE wurde in 1 x SDS-Laufpuffer (Carl Roth
GmbH & Co.KG, Karlsruhe) in der Gelapparatur ,Mini PROTEAN® Tetra Electrophoresis
System*” (BioRad Laboratories, Inc.) bei einer konstanten Spannung von 120 V durchgefinhrt.
Die aufgetrennten Proteine wurden mittels Coomassie-Losung gefarbt. SDS-Gele mit

aufgetrennten Proteinen < 15 kDa wurden vor der Farbung fir 30 min in Fixierldsung inkubiert.

4x SDS-Probenpuffer Coomassie-Lésung Fixierlosung
250 mM Tris/HCI, pH 6,8 125 mL Isopropanol 40 % (v/v) Methanol
40 % (v/v) Glycerin 50 mL Essigsaure 10 % (v/v) Essigsaure
4 % (w/v) SDS 25 mL 1 % (w/v) Coomassie Birilliant Blau — R250
0,02 % (w/v) Bromphenolblau 300 mL dH20
0,2MDTT

12,5 % -iges Gel 14 % -iges Gel
Sammelgel Trenngel Sammelgel Trenngel
1,7 mL 30 % (w/v) 8,3 mL 30 % (w/v) 1,25 mL 40 % (w/v) 7 mL 40 % (w/v)
Acrylamid (Acrylamid- Acrylamid (Acrylamid- Acrylamid (Acrylamid- Acrylamid (Acrylamid-
Bisacrylamid 37, 5:1) Bisacrylamid 37, 5:1) Bisacrylamid 19:1) Bisacrylamid 19:1)
1,25 mL 1 M Tris/HCI 5mL 1,5 M Tris/HCI 1,25 mL 1 M Tris/HCI 5mL 1,5 M Tris/HCI
(pH 6,8) (pH 8,8) (pH 6,8) (pH 8,8)
7 mL dH20 6,7 mL dH20 7,45 mL dH20 7,4 mL dH20
100 pL 10 % (w/v) SDS 200 pL 10 % (w/v) SDS 100 pL 10 % (w/v) SDS 200 L 10 % (w/v) SDS
20 yL TEMED 40 pyL TEMED 20 yL TEMED 40 yL TEMED
25 uL 10 % (w/v) APS 50 L 10% (w/v) APS 25 uL 10 % (w/v) APS 50 pL 10% (w/v) APS

2.4.4 Spezifischer Nachweis von Proteinen auf PVDF-Membranen

2.4.4.1 Western Blot

Nach der SDS-PAGE (2.4.3) wurden die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine durch
einen Elektrotransfer auf eine ,Roti® PVDF-Membran“ (Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe)
unter Verwendung einer ,Mini Trans-Blot Cell* Apparatur (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, USA) Ubertragen (Towbin et al., 1979). Dazu wurde die PVDF-Membran fir wenige
Sekunden in Methanol aktiviert und dann in Transferpuffer (Dunn, 1986) gelegt. In der Blot-
Kammer wurde eine Lage Whatman-Papier (Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe) auf einen
Schwamm gelegt, die zuvor in Transferpuffer getrankt wurden. Auf das Whatman-Papier
wurde das SDS-Gel, darlUber die aktivierte PVDF-Membran und darauf erneut Whatman-
Papier sowie ein Schwamm gelegt. Die Blot-Kammer wurde in die Blot-Apparatur gestellt und
mit Transferpuffer aufgefiillt. Die Ubertragung der Proteine auf die Membran wurde fiir 15 min
bei 150 mA und fur weitere 20 min bei 300 mA durchgefihrt. Der spezifische Nachweis von

Proteinen auf PVDF-Membranen erfolgte dann nach der Strep-tag® Il Technologie (IBA GmbH,
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Gottingen). Hierzu wurde die PVDF-Membran fir 1 h bei RT in TBST-Puffer mit 3 % (w/v) BSA
(Biotin-frei) blockiert. Daraufhin wurde die PVDF-Membran dreimal mit TBST-Puffer fir 5 min
gewaschen und dann mit 10 mL TBST-Puffer, versetzt mit 2,5 uL Strep-Tactin® gekoppelter
Alkalischer Phosphatase fiur 1 h bei RT inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit
TBST- und TBS-Puffer (je zweimal flr 1 min) wurde die chromogene Detektion von Proteinen
durch Inkubation der PVDF-Membran in 20 mL Reaktionspuffer, versetzt mit 60 yL BCIP und
10 puL NTB, durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch mehrmaliges Waschen mit dH.O

gestoppt.
Transfer-Puffer TBS-Puffer TBST-Puffer Reaktionspuffer
10 mM NaHCOs3 50 mM Tris/HCI, pH 7,4 50 mM Tris/HCI, pH 7,4 100 mM Tris/HCI, pH 8,8
3 mM Na2COs3 140 mM NaCl 140 mM NaCl 100 mM NaCl
20 % (v/v) Methanol 0,1 % (w/v) Tween-20 5 mM MgCl2

BCIP: 5 % (w/v) 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat in Dimethylformamid
NTB: 7,5 % (w/v) Nitrotetrazoliumblau in 70 % (v/v) Dimethylformamid

2.4.4.2 Dot Blot

Durch einen Dot Blot wurden Proteinproben ohne vorherige gelelektrophoretische Auftrennung
direkt auf einer ,Roti® PVDF-Membran*“ (Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe) modifiziert nach
Kafatos et al. (1979) immobilisiert. Dazu wurden Kulturiiberstande von P. pastoris aus einem
96-Well  Mikrotiterplatten-Format  (2.3.3.1) mittels eines  96-Kanalpipettiersystems
(PlateMaster®, Gilson Inc., Middleton, USA) auf eine Methanol-aktivierte PVDF-Membran
transferiert. Nachdem die Proben auf der PVDF-Membran getrocknet waren, erfolgte der
spezifische Nachweis von Proteinen nach der Strep-tag® Il Technologie (IBA GmbH,
Goéttingen). Die weitere Vorgehensweise ist im Abschnitt 2.4.4 beschrieben. Zur quantitativen
Auswertung der Signalstarken wurde die Software ImageJ (2.6.2) verwendet (Schindelin et
al., 2015).

2.4.5 Zellaufschluss und Rohextraktgewinnung

In Abschnitt 2.3.1.1 gewonnene E. coli Zellen, die pLysS- oder pRAREZ2-Vektoren trugen,
wurden nach Lagerung bei -20°C in 20 mL Wnp- oder in Wrea-Puffer resuspendiert und
aufgetaut. Durch dabei entstehende Membranschadigungen wurde das Zell-eigene Lysozym
freigesetzt, welches zur Auto-Lyse der Zellen beitrug. Zur Vermeidung von starker Viskositat
der Suspension aufgrund von ebenfalls freigesetzter DNA wurde der Suspension die
Benzonase® Nuclease (Tab. 2.1) nach Angaben des Herstellers hinzugefligt. Anschliefend
wurde ein Ultraschallaufschluss zum vollstandigen Zellaufschluss unter Verwendung des
»oonoplus Sonication Homogenisators“ (Bandelin GmbH & Co. KG, Berlin) bei einer

Pulsstarke zwischen 30 % und 50 %, Zyklus 5 fur 3 x5 min durchgefihrt. Nach jedem
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Beschallungszyklus wurde das Proteingemisch fir 5 min auf Eis inkubiert. Der Rohextrakt
wurde durch Zentrifugation (30 min, 39000 x g, 4°C) gewonnen.

Das Protokoll zum Zellaufschluss und zur Rohextraktgewinnung von E. coli BL21 (DE3) Zellen
(ohne pLysS- oder pPRARE2-Vektoren) wurde leicht modifiziert. Ein Volumen pelletierte Zellen
wurden in 3 Volumen 100 mM Tris/HCI pH 7 aufgenommen. Die Zugabe der Benzonase®
Nuklease erfolgte nicht. Fur den Ultraschallaufschluss von Proben mit Volumina < 3 mL wurde
die Beschallung auf 2 x 1 min mit einer Pulsstarke von maximal 30 % herabgesetzt. Der
Rohextrakt enthielt die I6sliche Fraktion und wurde durch Zentrifugation (15 min, 20000 x g,
4°C) gewonnen. Zur Analyse der unldslichen Fraktion wurde das Pellet in 6 M Harnstoff
(gleiches Volumen wie das des Rohextrakts) geldst.

In Abschnitt 2.3.3.1 gewonnene P. pastoris Zellen wurden nach Angaben des Benutzer-
handbuchs ,EasySelect™ Pichia Expression Kit* (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, USA) aufgeschlossen. Das bei -20°C gelagerte Zellpellet aus 1 mL Kultur wurde
aufgetaut und in 100 pL Aufschlusspuffer aufgenommen. Anschlielend wurde das gleiche
Volumen an Saure-gewaschenen Glasperlen (0,5 mm Durchmesser) hinzugegeben. Die
Probe wurde in acht wiederholenden Einheiten fur 30 s mit Hilfe eines ,Vortex-Schittlers VV3*
(VWR International GmbH, Darmstadt) stark geschiittelt und fir 30 s auf Eis inkubiert. Im

Anschluss wurde der Rohextrakt durch Zentrifugation (10 min, 18000 x g, 4°C) gewonnen.

Whne-Puffer Wrea-Puffer Aufschlusspuffer

50 mM NaH2PO4 20 mM Triethanolamin 50 mM NaH2PO4

300 mM NaCl 300 mM NaCl 1 mM EDTA

Auf pH 8,0 eingestellt Auf pH 8,0 eingestellt 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid

5 % (v/v) Glycerin
Auf pH 7,4 eingestellt

2.4.6 Proteinruckfaltung aus Einschlusskorpern

Proteine aus Einschlusskorpern wurden modifiziert nach Anleitungen aus dem ,QuickFold™
Protein Refolding Kit* (Athena Environmental Sciences, Inc., Baltimore, USA) und aus dem
.Pro-Matrix™ Protein Refolding Kit* (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA) denaturiert
und anschlielend erneut gefaltet. Dazu wurden E. coli Zellen (< 500 mg), aus IPTG-induzierter
Expression (2.3.1.1) in 2 mL 100 mM Tris/HCI pH 7 aufgenommen und mittels Ultraschall
aufgeschlossen (2.4.5). Nach Zentrifugation (30 min, 20000 x g, 4°C) wurde das Pellet zweimal
mit 1,5 mL Waschpuffer gewaschen. Zur Denaturierung wurde das Pellet in 2 mL/gpeiet
Denaturierungspuffer resuspendiert und UN bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde die Probe
zentrifugiert (30 min, 20000 x g, 4°C) und der Uberstand in Denaturierungspuffer ohne DTT in
einem Endvolumen von 3,5 mL verdinnt. Fir die Renaturierung wurden 50 uL dieser
Proteinlésung zu jeweils 950 uL Ruckfaltungspuffer A bzw. B gegeben und fiir 18 h bei 4°C

inkubiert.
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Waschpuffer Denaturierungspuffer Ruckfaltungspuffer

4 M Harnstoff 8 M Guanidinhydrochlorid 18 mM NacCl

0,5 M NaCl 10 mM Tris/HCI 0,8 mM KCI

1 mM EDTA 10 mM DTT 0,9 M Guanidinhydrochlorid

2,4 mM Natrium-Desoxycholsaure Auf pH 8,0 eingestellt 0,8 M L-Arginin

50 mM Tris/HCI 20 mM Tris/HCI

Auf pH 8,0 eingestellt Auf pH 7,5 eingestellt
A)+5mMDTT

B) + 2 mM Gilutathion
+ 0,4 mM Glutathion-Disulfid

2.4.7 Inteinspaltung

2.4.7.1 Abspaltung aktiver Proteinaggregate

Die Abspaltung aktiver Proteinaggregate wurde modifiziert nach Wu et al. (2011) und Xing et
al. (2011) durchgefiihrt. Dazu wurde das Pellet von E. coli BL21 (DE3) [pLysS] [pET-22b(+)_
Strepll-LCI-I-ELK16] Zellen, das bei der Rohextraktgewinnung (2.4.5) erhalten wurde und
unldsliche Proteine aufweisen sollte, zweimal mit 20 mL B1-Puffer gewaschen. Danach wurde
das Pellet in B3-Puffer resuspendiert und die Konzentration auf 10 bzw. 50 ODggo Kultur/mL
eingestellt. FUr die Intein-vermittelte Abspaltung von Proteinaggregaten wurde die Suspension
fir 24 h bei 4°C bzw. RT inkubiert. Durch Zentrifugation (30 min, 20000 x g, 4°C) wurde dann
die I6sliche von der unléslichen Fraktion getrennt. Die I6sliche Fraktion sollte das Zielprotein
Strepll-LCl enthalten, wahrend das Proteinaggregat ELK16 sowie das Intein in der unléslichen
Fraktion verbleiben sollte. Fir die Abspaltung aktiver Proteinaggregate wurden verschiedene

Zusammensetzungen der Puffer B1 und B3 verwendet.

B1-Puffer B3-Puffer

20 mM Tris/HCI B1.A Puffer B1.B Puffer

500 mM NaCl 1) +40 mM DTT 1) + 40 MM DTT

1 mM EDTA 2)+40 mM DTT 2) +40 mM DTT

A) Auf pH 8,5 eingestellt +5 % (v/v) Glycerin +5 % (v/v) Glycerin

B) Auf pH 6,0 eingestellt 3)+40 mM DTT 3)+40 mM DTT
+5 % (v/v) Glycerin +5 % (v/v) Glycerin
+ 40 mM B-Mercapto- + 40 mM B-Mercapto-

ethanol ethanol

2.4.7.2 Protein Trans-SpleiRen

Die in vitro Assemblierung von Proteinen durch Intein Trans-Splei3en erfolgte modifiziert nach
Lin et al. (2013). Unter Zugabe von 250 mM NaCl und 1 mM DTT wurden jeweils 30 ug
Gesamtprotein aus Rohextrakten (2.4.5) von E. coli BL21 (DE3) [pLysS] [pET-22b(+)_N_LCI]
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bzw. - [pET-22b(+)_LCI_C] zusammengefiihrt und bei 25°C fir 10 min, 20 min, 40 min und
60 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von SDS-Probenpuffer (2.4.3) gestoppt.

2.4.8 Aufreinigung von Proteinen

Die Aufreinigung von Proteinen aus E. coli Rohextrakten (2.4.5) und B. subtilis Kultur-
Uberstanden (2.3.2.1) wurde mit der Strep-tag® Il Technologie (IBA GmbH, Géttingen) und
mittels lonenaustauschchromatographie durchgefiihrt. Die Aufreinigung von Proteinen mit der
Strep-tag® Il Technologie erfolgte nach Angaben des Herstellers. Dazu wurde die Probe in 10
mL Schritten auf eine mit Waschpuffer (Tab. 2.10) aquilibrierte ,Strep-Tactin Superflow Plus
Cartridge® (1 mL) (Qiagen GmbH, Hilden) im Wechsel mit Waschpuffer geladen. Nach einem
weiteren Waschschritt mit 20 mL Waschpuffer wurden die Proteine mit 5 mL Elutionspuffer
(Tab. 2.10) eluiert. Bei einem unzureichendem Aufreinigungsgrad der Probe wurde diese
zuséatzlich mittels lonenaustauschchromatographie unter Verwendung des AKTApurifier™
(GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg) vor der Strep-tag® Il Aufreinigung aufgereinigt. In
einem ersten Schritt wurde die Proteinldsung mit einer ,5 mL HiTrap Desalting“ Saule
(GE Healthcare) entsalzt. In einem zweiten Schritt wurde die Proteinlésung dann auf eine in
W c-Puffer aquilibrierte ,1 mL HiTrap Capto Q“ Saule (GE Healthcare) im Wechsel mit dem
W c-Puffer geladen. Nach einem weiteren Waschschritt mit W c-Puffer wurden die Proteine mit
einem steigenden Ec-Puffergradient eluiert und durch einen UV-Detektor verfolgt. Zur
Umpufferung und Aufkonzentrierung der Proteinproben wurden Vivaspin®6 Zentrifugal-
konzentratoren (MWCO 10 kDa, Sartorius AG, Géttingen) verwendet. Proteine wurden in
20 mM Tris/HCI pH 7 bei 4°C gelagert.

Wrea-Puffer Whe-Puffer Wic-Puffer

20 mM Triethanolamin 50 mM NaH2PO4 50 mM Triethanolamin
300 mM NaCl 300 mM NaCl Auf pH 7,5 eingestellt
Auf pH 8,0 eingestellt Auf pH 8,0 eingestellt

Ec-Puffer Ene-Puffer Eic-Puffer

50 mM Zitronensaure 50 mM NaHzPO4 50 mM Triethanolamin
100 mM NazHPO4 800 mM NacCl 1 M NaCl

300 mM NaCl 25 mM d-Desthiobiotin Auf pH 7,5 eingestellt
25 mM d-Desthiobiotin Auf pH 4,0 eingestellt

Auf pH 5,2 eingestellt

Puffer wurden zur Entfernung von Schwebeteilchen mit einem CME-Membranfilter mit einer
Porengrofie von 0,22 um (Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe) filtriert und bei 4°C gekdihilt.
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Tab. 2.10: Aufreinigung rekombinanter Proteine

Protein Methode zur Anreicherung  Waschpuffer Elutionspuffer
BaCBM2-Bs2-Strepll und Strep-tag® Il Technologie Whe-Puffer Enp-Puffer, 2 mL 0,1 M NaOH
modifizierte Varianten
BaCBM2-eGFP-Strepll Strep-tag® Il Technologie Whe-Puffer Enp-Puffer, 2 mL 0,1 M NaOH
BICBM5-Bs2-Strepll Strep-tag® Il Technologie Wrea-Puffer Ec-Puffer
TrCBM1-Bs2-Strepll AKTA + Wrea-Puffer Ec-Puffer

Strep-tag® Il Technologie
PpCBM1-Bs2-Strepll AKTA + Wrea-Puffer Ec-Puffer

Strep-tag® Il Technologie
BsCBM2-Bs2-Strepll| Strep-tag® Il Technologie Wrea-Puffer Ec-Puffer
BaCBM5-Bs2-Strepll AKTA + Wrea-Puffer Ec-Puffer

Strep-tag® Il Technologie
ucCBM10-Bs2-Strepll AKTA + Wrea-Puffer Ec-Puffer

Strep-tag® Il Technologie
PaCBM10-Bs2-Strepll AKTA + Wrea-Puffer Ec-Puffer

Strep-tag® Il Technologie
Bs2-Strepll Strep-tag® Il Technologie Wnp-Puffer Enp-Puffer
PhoA-Fusionsproteine Strep-tag® Il Technologie Whp-Puffer Enp-Puffer, 2 mL 0,1 M NaOH
ppBPN*-3LCI-Strepl| Strep-tag® Il Technologie Wrea-Puffer Ec-Puffer

2.4.9 ,PET Surface Affinity Assay*

Zum semi-quantitativen Nachweis von Proteinen auf PET-Folien wurde in dieser Arbeit der
.PET Surface Affinity Assay” entwickelt. Die Methode basiert auf der Detektion von
gebundenen Proteinen auf einer PET-Folie (iber den Affinitatstag Strep-tag® Il (IBA GmbH,
Gottingen). Hierzu wurde eine 50 um dicke, transparente, biaxial-orientierte PET-Folie
(Goodfellow, Inc., Huntigdon, GrofRbritannien) verwendet. Zunachst wurde die PET-Folie in
10 % (w/v) SDS fur 10 min und in dH20 fur 2 x 10 min gewaschen, um Verunreinigungen der
PET-Folie zu entfernen. Definierte Konzentrationen aufgereinigter Proteine wurden dann in
einem Volumen von 2,5 UL auf die PET-Folie getropft und flr 20 min bei RT inkubiert, sodass
die Proteine an die PET-Folie binden konnten. Die Verdliinnung der Proben erfolgte in 20 mM
Tris/HCI pH 7. Bevor die PET-Folie fir 3 x 5 min mit TBST-Puffer gewaschen wurde, wurden
die Proben von der PET-Folie abpipettiert, damit die Proteine nicht an weiteren Stellen der
PET-Folie binden konnten. Danach wurde die an Strep-Tactin® gekoppelte Alkalische
Phosphatase (Tab. 2.1) nach Angaben des Herstellers in TBST-Puffer fir 1 h bei RT
eingesetzt. In diesem Schritt sollte das Strep-Tactin® der Alkalischen Phosphatase an den
Strep-tag® Il binden, welcher mit den an die PET-Folie gebundenen Proteinen fusioniert war.
AnschlieRend wurde durch Waschschritte mit TBST- und TBS-Puffer (jeweils 2 x 1 min)
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ungebundene Phosphatase entfernt. Parallel wurde eine Roti®-PVDF Membran (Carl Roth
GmbH & Co.KG, Karlsruhe) fur wenige Sekunden in Methanol aktiviert und danach in 20 mL
Reaktionspuffer, versetzt mit 60 uyL BCIP und 10 uyL NTB, getrankt. Fir die chromogene
Detektion von PET-gebundenen Proteinen wurde die PVDF-Membran auf die PET-Folie
gelegt. Dadurch konnte die Phosphatase, welche an PET-Bindeproteine gebunden war, ihr
Substrat umsetzen. Dieses wurde auf der PVDF-Membran immobilisiert und wies so indirekt
PET-gebundene Proteine nach. Die Reaktion wurde durch mehrmaliges Waschen mit dH.O
gestoppt. Zur densitometrischen Analyse der PVDF-Membran wurde die Software ImageJ
(2.6.2) verwendet (Schindelin et al., 2015). Fur den modifizierten ,PET Surface Affinity Assay"
(vgl. 3.2.3), wurde anstatt der PET-Folie eine 40 uym dicke, transparente PP-Folie (Carl Roth
GmbH & Co.KG, Karlsruhe) verwendet.

TBS-Puffer TBST-Puffer Reaktionspuffer
50 mM Tris/HCI, pH 7,4 50 mM Tris/HCI, pH 7,4 100 mM Tris/HCI, pH 8,8
140 mM NaCl 140 mM NaCl 100 mM NaCl

0,1 % (w/v) Tween-20 5 mM MgCl2

NTB: 7,5 % (w/v) Nitrotetrazoliumblau in 70 % (v/v) Dimethylformamid
BCIP: 5 % (w/v) 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat in Dimethylformamid

2410 Rasterkraftmikroskopie zur Bestimmung von Schichtdicken
Die Schichtuntersuchung von rekombinantem LCI auf Siliziumwafern mit Hilfe eines
Rasterkraftmikroskops wurde in Kooperation mit dem Fraunhofer Institut fir Angewandte
Polymerforschung IAP (Prof. Dr. Boker) in Potsdam von Benjamin Stomps und Marc
Zimmermann durchgeftihrt (,FuPol“-Projektpartner). Dazu wurden polierte Siliziumwafer
(Orientierung (100), p-Typ Bor, spezifischer Widerstand > 1 Qcm, CrysTec GmbH, Berlin) in
ungefahr 1 x 1 cm? groRBe Stiicke gebrochen und mit einem SnowJet™ (Tectra GmbH,
Frankfurt am Main) gereinigt. Um die Oberflache der Siliziumwafer fir die Funktionalisierung
vorzubereiten, wurden diese in einem Plasmaofen (PlasmaFlecto 10, Plasma Technology
GmbH, Herrenberg-Giiltstein) fur 60s bei 300 W und 0,2 mbar Luft als Reaktionsgas
behandelt. Danach wurden die Siliziumwafer in einen Exsikkator Uber eine Petrischale mit
1 mL Triethoxyoctylsilan gelegt und der Druck im Exsikkator fur 30 min auf 50 mbar reduziert.
Nach 72 h der Funktionalisierung im geschlossenen Exsikkator wurden die Siliziumwafer aus
dem Exsikkator entnommen und bei 80°C fir 2 h getrocknet. Im Anschluss wurden die
Siliziumwafer im Ultraschallbad in reinst Ethanol fir 10 min gereinigt und wieder getrocknet.
Zur Uberprifung der Funktionalisierung wurde der Kontaktwinkel von Wasser auf den
Siliziumwafern unter Verwendung des ,OCA 15EC* (DataPhysics Instruments GmbH,
Filderstadt) gemessen. Das LCI-Lyophilisat (2.3.3.3) wurde im Schnappdeckelglas in
Reinstwasser Typ 1 (Milli-Q® Reinstwassersystem, Merck KGaA, Darmstadt) gelost, sodass
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1 mL einer 75 ug/mL LCI-Lésung generiert wurde. Die funktionalisierten Siliziumwafer wurden
jeweils fir 3 h bei RT einzeln und flach in die LCI-Lésung gelegt, dann im Wasserbad
gewaschen und Uber Nacht bei RT getrocknet. Zur Bestimmung der Schichtdicke wurde der
LCI-Film mit einer Kanlle angeritzt und an der entstandenen Kante im trockenen Zustand mit
Hilfe eines Rasterkraftmikroskops (Dimension Icon, Bruker Corporation, Billerica, USA)
vermessen. Verwendet wurde eine Bruker-Spitze Modell OTESPA (Resonanzfrequenz 278—
357 kHz; Federkonstante 12—-103 N/m) und als Modus wurde ,Tapping Mode in Air“ gewahlt.
Nach der Vermessung wurden die LCI-Filme mit einem nicht-ionischen Tensid gewaschen.
Dazu wurden die Siliziumwafer fir 5 min bei RT einzeln und flach in ein Schnappdeckelglas
mit 1 mL einer 1 mM Triton X-100 L&ésung gelegt. Die Siliziumwafer wurden in einem
Wasserbad gewaschen und Gber Nacht bei RT getrocknet. Daraufhin wurde die Schichtdicke
der LCI-Filme erneut unter Verwendung des Rasterkraftmikroskops mit den gleichen
Einstellungen bestimmt. Bei Kontrollversuchen wurden nicht-funktionalisierte Siliziumwafer

eingesetzt.

2411 Tryptophan-Quenching

Zur Ermittlung von Tryptophan-Quenching bei Proteinen durch PET-Nanopartikel wurden drei
Versuchsreihen (gekennzeichnet mit a, b, c) durchgefihrt. Fir die Messung der einzelnen
Versuchsreihen wurden aufgereinigte Proteinldsung mit BaCBM2-Bs2-Strepll (2.4.8) sowie
1 mg/mL PET-Nanopartikel (2.5.1) verwendet.

(a) Zugabe von PET-Nanopartikeln in 5 ng Schritten a 5 pL zu 10 uyg BaCBM2-Bs2-Strepll in
1 mL 20 mM Tris/HCI pH 7

(b) Zugabe von PET-Nanopartikeln in 5 ng Schritten a 5 yL zu 1 mL 20 mM Tris/HCI pH 7

(c) Zugabe von dH20 in 5 yL Schritten zu 10 ug BaCBM2-Bs2-Strepll in 1 mL 20 mM Tris/HCI

pH 7. Diese Versuchsreihe fungierte als Kontrolle, um den Verdinnungseffekt zu ermitteln.

Die Durchfuihrung erfolgte in Kuvetten aus Quarzglas, die wahrend einer Messreihe nicht
bewegt wurden. Nach jeder Zugabe wurde die Suspension fur 30 s bei 20°C rihrend im
Spektrofluorometer ,Fluorolog® (Horiba Scientific AG, Kyoto, Japan) inkubiert. Tryptophane
wurden dann bei Aex =280 nm angeregt und das Emissionsspektrum zwischen Aem = 300-
400 nm aufgenommen (Ghisaidoobe und Chung, 2014; Teale und Weber, 1957). Fir die
Auswertung wurde die Fluoreszenzintensitat bei A = 354 nm jedes Messpunkts verwendet. Die

normalisierte Anderung der Fluoreszenz (z %) wurde wie folgt berechnet:

(a)— (b)=x Subtraktion der Fluoreszenz von PET-Nanopartikeln
X *Volumen =y Verdlinnung durch Zugabe von PET-Nanopartikeln
Y% —-(C)%=2% Subtraktion der Anderungen der Tryptophan-Fluoreszenz ohne PET-Nanopartikel
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2412 MicroScale Thermophorese

Die Methode der MicroScale Thermophorese ermdglicht die Quantifizierung von
biomolekularen Interaktionen ohne Immobilisierung der Interaktionspartner. Grundlagen fur
die Methode sind, dass die Thermophorese von Molekulen von ihrer GréRe, der Ladung sowie
der Hydrathllle abhangig ist und dass Uber die Fluoreszenz eines Fluoreszenz-markierten
Interaktionspartners dessen Bewegung in einem Temperaturgradienten verfolgt werden kann
(Jerabek-Willemsen et al., 2014). Fur die Thermophorese-Messungen wurde der ,Monolith
NT.115* (NanoTemper Technologies GmbH, Minchen) verwendet und der Versuchsaufbau
nach dem ,User Starting Guide for the Monolith NT.115% des Herstellers erarbeitet. Dabei
wurden zunachst die Konzentration des Fluoreszenz-markierten Interaktionspartners, die
LED-Starke (terminiert die Fluoreszenzstarke), die geeigneten Kapillaren und die
Zusammensetzung des Puffers ermittelt. Im Anschluss daran wurde das Thermophorese-
Experiment unter Einsatz des zweiten Interaktionspartners durchgeftihrt. Zur Herstellung eines
Temperaturgradienten wird der IR-Laser Uber einen definierten Zeitraum eingeschaltet, wobei
die Starke des IR-Lasers die Starke der Thermophorese festsetzt. In dieser Phase kann eine
thermophoretische Bewegung des Fluoreszenz-markierten Interaktionspartners aus dem
erhitzten Probevolumen detektiert werden. Daraufhin erfolgt eine Zeitspanne von 5 s, in denen
der IR-Laser ausgeschaltet ist und die Ruckdiffusion der Molekile stattfindet. Die
Fluoreszenzintensitat wird vor, wahrend und nach dem Einsatz des IR-Lasers gemessen und
zeichnet den thermophoretischen Verlauf der Molekdle auf. In Abhangigkeit von einer Bindung
verandert sich das thermophoretische Verhalten von Molekilen und flhrt zu veranderten
thermophoretischen Verlaufen. Daher wird der nicht Fluoreszenz-markierte Interaktions-
partner in verschiedenen Verdinnungen zu dem Fluoreszenz-markierten Interaktionspartner
titriert und die graduelle Anderung der Thermophorese aufgezeichnet. Fiir die Analyse der

Daten wurde die Software MO.Affinity Analysis (NanoTemper Technologies) verwendet.

Tab. 2.11: Parameter bei MicroScale Thermophorese-Messungen

Parameter Einstellung

Fluoreszenz-markierter BaCBM2-Bs2-Strepll, Bs2-Strepll, BaCBM2-eGFP-Strepll, eGFP-Strepll
Interaktionspartner Konzentration: 50 nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM, 500 nM, 1uM
Nicht Fluoreszenz-markierter PET-Nanopartikel

Interaktionspartner Konzentration: 1 mg/mL (Standard), max. 4 mg/mL

Kapillaren Standard-treated oder premium-coated

Puffer 50 mM Tris/HCI pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,05 % (w/v) Tween-20
Filter Blau/ Griin

LED-Starke [%] 15, 20, 25, 30, 50, 70

IR-Laser Starke [%] 20, 30, 40, 50, 60, 80

Zeitspanne IR-Laser an 20soder30s
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2413 Verfahren zur Funktionalisierung von PET mit TEMs

Die Funktionalisierung von PET mit TEMs wurde in Kooperation mit dem Fraunhofer Institut
fur Angewandte Polymerforschung IAP (Prof. Dr. Boker) in Potsdam mit Benjamin Stomps
durchgefiihrt (,FuPol“-Projektpartner). Flr die Konjugatsynthese der TEMs (Expancel®
Mikrospharen-Typ 031DU40, AkzoNobel N.V., Amsterdam, Niederlande) mit aufgereinigtem
cBaCBM2-Bs2-Strepll (2.4.8) wurde eine zur Pinner-Reaktion dhnliche Synthese durchgefiihrt
(Pinner, 1890; Smith und March, 2007). Diese wird durch die Zugabe von Saure (HCI) aktiviert.
Bei der Reaktion reagiert der Kohlenstoff von Nitrilgruppen auf der Oberflache der TEMs mit
dem Schwefel von Cystein-Resten der cBaCBM2-Bs2-Strepll Molekile. Unter Abspaltung von
NH4* entsteht eine kovalente Bindung zwischen dem Schwefel- und dem Kohlenstoffatom. Zur
Vorbereitung der Reaktion wurden die TEMs mit dH.O gewaschen, um Uberschissiges
Mg(OH). zu entfernen und anschlielend bei RT getrocknet. Fir die Reaktion wurden 13,1 mg
TEM in dH20O aufgenommen und der pH-Wert mit HCI auf pH 3 eingestellt. Dann erfolgte die
Zugabe von 100 pg cBaCBM2-Bs2-Strepll. Die Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen von
10 mL unter Rihren bei RT fur 21 h durchgefiihrt. Nach der Inkubationszeit wurde der pH-
Wert mit NaOH auf pH 7 eingestellt. Der Kontrollansatz enthielt 13,1 mg TEM mit 10 mL dH20
und wurde aquivalent zur Probe behandelt. Um ungebundenes cBaCBM2-Bs2-Strepll aus der
Probe zu entfernen, wurde ein Amicon® Zentrifugalkonzentrator (MWCO 100 kDa, Merck
Millipore, Merck KGaA, Darmstadt) verwendet. Die Probe wurde in dH>.O aufgenommen und
bei 4°C gelagert.

Zur Funktionalisierung von PET mit den TEMs wurde eine PET-Folie (vgl. 2.4.9) zuerst mit
10 % (w/v) SDS und dann mit dH>O gewaschen. Auf die trockene PET-Folie wurden 10 pL der
oben beschriebenen Probe sowie 10 uL der Kontrolle aufgetragen und fir 20 min bei RT auf
der PET-Folie inkubiert. Anschlieliend wurden die Proben abpipettiert und die PET-Folie mit
dH>O gespiilt. Die funktionalisierte PET-Folie wurde mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops

.Leica DMi8“ (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar) untersucht.

2414 Methode zur Detektion von PET-Nanopartikeln in wassrigen

Systemen
Die in dieser Arbeit entwickelte Methode ermoglicht den Nachweis von PET-Nanopartikeln in
wassrigen Testlésungen und basiert auf der chromogenen Detektion von Proteinen, die das
Nanoplastik gebunden haben. Zunachst wurde eine PVDF-Membran mit 13 mm Durchmesser
und einer Porengréfie von 0,2 um (Pall Corporation AG, Port Washington, USA) fir 1 h in
TBST-Puffer mit 3 % (w/v) BSA (Biotin-frei) blockiert, um unspezifische Bindungen der
Membran zu vermeiden. Die Membran wurde anschlieRend 3 x 5 min in TBS-T gewaschen
und dann in einen Spritzenvorsatzfilter-Halter mit 13 mm Durchmesser (Sartorius AG,

Goéttingen) eingesetzt. Parallel dazu wurden 10 ug aufgereinigtes Fusionsprotein
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PhoA-BaCBM2-Strepll mit PET-Nanopartikeln (< 140 ug) (2.5.1) in 1 mL 10 mM Tris/HCI pH
7 fur 15 min inkubiert, sodass das BaCBM2 des Fusionsproteins mit den PET-Nanopartikeln
assoziieren konnte. Die Suspension wurde dann mit einer Spritze durch die Membran im
Spritzenvorsatzfilter-Halter gedrickt. Danach wurde die Membran aus der Halterung
entnommen und in zwei Waschschritten a 1 min in TBS-T bzw. TBS gewaschen. Fir die
chromogene Detektion der an die PET-Nanopartikel gebundenen Fusionsproteine wurde die
Membran fir 2 min in 20 mL Reaktionspuffer, versetzt mit 60 uL BCIP und 10 uL NTB inkubiert.
Dabei setzte die Alkalische Phosphatase PhoA des Fusionsproteins ihr chromogenes Substrat
um. Um die Reaktion zu stoppen, wurde die Membran fur 30 s in 20 mM Phosphorsaure gelegt.
Die densitometrische Auswertung der Membranen wurde mit der Software ImageJ (2.6.2)
durchgefiihrt (Schindelin et al., 2015).

TBS-Puffer TBST-Puffer Reaktionspuffer
50 mM Tris/HCI, pH 7,4 50 mM Tris/HCI, pH 7,4 100 mM Tris/HCI, pH 8,8
140 mM NaCl 140 mM NaCl 100 mM NaCl

0,1 % (w/v) Tween-20 5 mM MgCl2

NTB: 7,5 % (w/v) Nitrotetrazoliumblau in 70 % (v/v) Dimethylformamid
BCIP: 5 % (w/v) 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat in Dimethylformamid

2415 Aktivitatsbestimmung der Alkalischen Phosphatase

Die katalytische Enzymaktivitat der Alkalischen Phosphatase wurde durch die Umsetzung von
para-Nitrophenylphosphat zu para-Nitrophenol und anorganischem Phosphat spektral-
photometrisch ermittelt (Torriani und Rothman, 1961). Dazu wurden 10 uL aufgereinigtes
Fusionsprotein (PhoA-BaCBM2-Strepll, BaCBM2-PhoA-Strepll oder PhoA-Strepll) zu 190 uL
vorgewarmter Substratldsung gegeben und bei einer Wellenlange von 410 nm bei 37°C im
Mikrotiterplattenreader ,SpectraMax 250 (Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, USA)
gemessen. Die Absorptionszunahme des gelben para-Nitrophenols wurde tGber 200 s oder
300 s mit Messintervallen von 6 s verfolgt. Um die Proben im linearen Bereich der Aktivitats-
kurve zu messen, wurden diese in 100 mM Tris/HCI Puffer pH 8,0 entsprechend verdinnt. Als
Kontrolle wurde Puffer gemessen und der Absorptionswert von dem der Probe subtrahiert. Alle
Messungen wurden in Dreifachbestimmung durchgefihrt und die spezifische Aktivitat der

Alkalischen Phosphatase in U/mg (umol * min”' * mg™) wie folgt berechnet:

AE/min *V

Uimg = ~geryeg
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AE/min: Anderung der Absorption bei A = 410 nm pro Minute Substratlésung

V: Gesamtvolumen des Ansatzes (200 pL) 100 mM Tris/HCI pH 8,0

&: molarer Extinktionskoeffizient bei A = 410 nm (14,4 L * mmol™" * cm") 1 mM MgCl2

d: Lichtweg durch die Lésung (0,595 cm) 5 mM para-Nitrophenylphosphat

v: Probevolumen (10 L)

c: Proteinkonzentration [ug/uL]

2.5 Chemische Methoden

2.5.1 Herstellung von PET-Nanopartikeln

Die Herstellung von PET-Nanopartikeln erfolgte modifiziert nach Pitz (2006) und Welzel et al.
(2002). 100 mg PET wurden in 10 mL 1,1,1,3,3,3-Hexafluor-2-Propanol geldést und in eine
Burette Uberfuhrt. Die Lésung wurde dann unter starkem Rihren bei 1000 Upm mittels eines
Uberkopfriihrers (RZR 2051, Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach) in einen im
Eisbad gekiihlten Zwei-Rundhalskolben, gefiillt mit 100 mL dH.O, getropft. Ausgefallenes
Polymer wurde mit einem Faltenfilter mit einer Partikelretention von 2 ym bis 3 um (Filterpapier
305, VWR International GmbH, Darmstadt) herausgefiltert. Organisches Losungsmittel wurde
fur 3 Tage bei RT verdampft und durch Einkonzentrieren der Suspension mit Hilfe eines
Vakuumkonzentrators (Concentrator 5301, Eppendorf AG, Hamburg) entfernt. Die
Konzentration der PET-Nanopartikel wurde in Flnffachbestimmung durch Wiegen von
trockener PET-Masse aus 5 x 1 mL Suspension ermittelt und auf 1 mg/mL eingestellt.

Die Bestimmung von PartikelgrofRen der PET-Nanopartikel erfolgte in Kooperationsarbeit. Zum
einen wurden am Institut flir Biologie und Biotechnologie der Pflanzen, Arbeitsgruppe
Goycoolea an der Westfalischen Wilhelms-Universitat Munster die PartikelgroRen mit Hilfe
eines Zeta-Sizers auf 105 nm +/- 0,6 nm bestimmt. Zum anderen wurden die Partikel am DWI
— Leibniz-Institut fir Interaktive Materialien e.V. RWTH Aachen (,FuPol“-Projektpartner) von
Benjamin Stomps mittels Transmissionselektronenmikroskopie untersucht und Partikel-
grofen zwischen 44 nm und 110 nm gemessen. Die hergestellten PET-Nanopartikel ahnelten
daher den in der Literatur Beschriebenen, welche einen Durchmesser von 50—-100 nm (Putz,
2006) und 100-300 nm (Welzel et al., 2002) aufwiesen.

2.6 Bioinformatische Methoden

2.6.1 Molecular Dynamic-Simulationen

Molecular Dynamic (MD)-Simulationen wurden in Kooperation mit dem Institut fiir Komplexe
Systeme: Strukturelle Biochemie (Jun.-Prof. Dr. Strodel) am FZ Julich von DuSan Petrovi¢
durchgefiihrt. Die hier beschriebenen Methoden sind zum Teil wortlich aus dem Manuskript
.interaction of carbohydrate-binding modules with poly(ethylene terephthalate)” (J. Weber, D.

Petrovi¢, B. Strodel, S.H.J. Smits, S. Kolkenbrock, C. Leggewie, K.-E. Jaeger) tbernommen.
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Die Programme VMD 1.9.1 (Humphrey et al., 1996), GROMACS 4.6.7 (Van Der Spoel et al.,
2005), DSSP (Kabsch und Sander, 1983), MATLAB R2015b, Python 2.7 und PyMOL (The
PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.6 Schrédinger, LCC) wurden zur Analyse der

Daten verwendet.

2.6.1.1 MD-Simulationen von CBMs in Wasser

Fir die MD-Simulation jedes CBMs in Wasser wurde jeweils die initiale Konformation
verwendet, welche durch Homologiemodellierung mit SWISS-MODEL (Biasini et al., 2014)
generiert wurde (vgl. 3.1.1). Zunachst wurden die Topologien der CBMs mit dem CHARMM27-
Kraftfeld (Mackerell et al., 2004) erstellt und mit TIP3P-Wasser (Jorgensen et al., 1983) in
einer kubischen Box solvatisiert. Mit Hilfe der PROPKA3-Analyse (Olsson et al., 2011) wurden
die Protonierungszustande ermittelt und allen titrierbaren Resten wurde ein flir pH7
entsprechender Zustand zugewiesen, da die CBMs in vitro in Tris/HCI pH 7 Puffer gelagert
und angewendet wurden. Weiterhin wurde die Konzentration von Natriumchlorid auf 40 mM
eingestellt und es wurden Disulfidbriicken eingefiihrt, wenn Schwefelatome zweier Cystein-
Reste weniger als 2 A voneinander entfernt lagen. Nach 2000 Schritten der Energie-
minimierung wurde das System fir 5 ns im NPT-Ensemble mit dem Berendsen-Barostat
(Berendsen et al., 1984) aquilibriert. Dabei wurden die Peptidatome von anfanglichen 5 zu 0,5
kcal mol' A2am Ende der Simulation restringiert. Das NPT-Ensemble zeichnet sich durch eine
konstante Substanzmenge (N), konstanten Druck (P) und konstante Temperatur (T) aus. Die
uneingeschrankte Entwicklung der Molekildynamik wurde fur 100 ns im NVT-Ensemble,
gekennzeichnet durch eine konstante Substanzmenge (N), konstantes Volumen (V), sowie
einer konstanten Temperatur (T), durchgefihrt und die Koordinaten alle 10 ps gespeichert.
Um eine konstante Temperatur von 300 K (RT) zu halten, wurde das Langevin-Thermostat
eingesetzt. Der maximale Abstand fiir kurze nicht-gebundene Wechselwirkungen betrug 12 A,
wobei die Schaltfunktion bei 10,5 A einsetzte. Simulationen wurden mit der Software ACEMD
(Harvey et al., 2009), charakterisiert durch einen optimierten GPU (Graphics Processing Unit)-
Code flr Molekuldynamik, durchgefihrt. Zur Abbildung einer reprasentativen Struktur jedes
CBMs aus der jeweiligen MD-Simulation wurden die RMSD-Daten nach Daura et al. (1999) in

Cluster unterteilt und eine Struktur extrahiert.

2.6.1.2 Konstruktion einer PET-Oberflache fir MD-Simulationen

Zur Konstruktion einer geordneten PET-Oberflache wurde eine PET-Kette (x-Achse),
bestehend aus funf monomeren Einheiten auf Grundlage einer in der P1-Raumgruppe
bestimmten Faserstruktur erstellt (Fu et al., 1993). Um die Bindung von Peptiden an der PET-
Oberflache zu untersuchen, wurde eine Schicht aus acht solcher PET-Ketten gebildet (y-

Achse). Funf solcher Schichten wurden dann Ubereinander gestapelt (z-Achse) und die
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Oberflache an den x- und y-Achsen ausgerichtet. Die Topologie von PET wurde mit dem
CHARMM-Kraftfeld erstellt (Cruz-Chu et al., 2009). Damit ein unendlich langes Polymer
entsteht, wurde der letzte (flinfte) Rest jeder PET-Kette mit dem ersten Rest verbunden.
AnschlieRend wurde eine 90 A hohe Box mit Wasser auf die PET-Oberflache gesetzt, sodass
das finale System ~ 26000 Atome enthielt. Nach 2000 Schritten der Energieminimierung wurde
das System durch MD-Simulationen in zwei NPT-Phasen aquilibriert. Zunachst wurden die
PET-Atome fir 5ns mit 5kcal mol" A? restringiert. Danach gab es fir 10 ns keine
Einschrankungen. Fur die Modellierung der Bindung von CBMs an PET wurde die letzte PET-

Form des aquilibrierten Systems verwendet.

2.6.1.3 MD-Simulation von CBMs an der PET-Oberflache

Die Simulation von CBM-PET Interaktionen wurde mit den Homologiemodellen von TrCBM1,
BaCBM2 und BaCBMS5 (vgl. 3.1.1) sowie den entsprechenden Topologien aus Abschnitt
2.6.1.1 durchgefiihrt. Jedes CBM wurde Uber der PET-Oberflache (2.6.1.2) ~ 10 A entfernt
zentral positioniert, wobei die coplanare aromatische Triade jedes CBMs parallel zur PET-
Oberflache orientiert wurde. Weiterhin wurden Wassermolekiile entfernt, die weniger als 2,4 A
von CBM-Atomen lokalisiert waren und die Konzentration von Natriumchlorid wurde auf 40 mM
eingestellt. Nach 2000 Schritten der Energieminimierung wurde das System fir 2 ns im NPT-
Ensemble aquilibriert. Dabei wurden in den ersten 0,5 ns alle CBM-Atome mit 5 kcal mol™ A2
restringiert und die erste 1 ns wurde mit Zeitschritten von 1 fs durchgefihrt um eine nahtlose
Aquilibrierung zu erméglichen. Die Entwicklung der Molekildynamik wurde fiir 100 ns im NVT-

Ensemble durchgefihrt.

2.6.2 Computerprogramme und Datenbanken

Analyse von DNA- und Aminosduresequenzen

Clone Manager Professional 9 (Sci-Ed, Scientific and Educational Software)

BLAST® (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul et al., 1990)

SignalP V4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Petersen et al., 2011)

NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) (Gupta und Brunak, 2002)
NetOGly 4.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) (Steentoft et al., 2013)
DeepView — Swiss-PdbViewer (http://www.expasy.org/spdbv/) (Guex und Peitsch, 1997)
YASARA V15.7.31 (Yet Another Scientific Artificial Reality Application)

VADAR V1.8 (http://vadar.wishartlab.com/) (Willard et al., 2003)

Ramachandran Plot Assessment (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php)
(Lovell et al., 2003)
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SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) (Arnold et al., 2006; Biasini et al., 2014;
Kiefer et al., 2009)

Literatursuche und Sequenzinformation
NCBI — National Centre for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
Web of Science™ (https://login.webofknowledge.com/)

Carbohydrate-Active Enymes database (http://www.cazy.org/) (Lombard et al., 2014)

Datenanalyse bestimmter Gerite

IRIS V.5.3 (Bioreactor Operation Software, Infors AG, Bottmingen, Schweiz)
SOFTmax pro 3.0 (Microplate Reader Control and Microplate Data Analysis Software,
Molecular Devices, LLC, Sunnyvale USA)

GeneSnap (Geldocumentation Software, Syngene, Cambridge, England)
FluorEssence™ V.3.5 (Fluorescence Software, Horiba Scientific AG, Kyoto, Japan)
MO. Affinity Analysis (MicroScale Thermophoresis Software, NanoTemper Technologies
GmbH, Miinchen)

UNICORN™ (AKTApurifier™ Software, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg)
NanoDrop 2000 Software (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA)

LAS X (Microscopy Software, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar)

Datenanalyse, Schreiben, Abbildungen
Microsoft Office 2010 (Microsoft Corporation)
Inkscape 0.91 (Software Freedom Conservancy)
Prism 7 (Graph Pad System)

ImagedJ 1.44 (Scientific Image Analysis)
Chemograph Plus 6.4 (Chemistry Software)
Mendeley V1.17 (Reference Manager)

Webseiten wurden zuletzt am 21.05.2017 aufgerufen.
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3 Ergebnisse

3.1 Studien zu CBMs als Bindepeptide an PET

CBMs sind nicht-katalytische Strukturen in Kohlenhydrat-aktiven Enzymen und binden
natlrlicherweise Polysaccharide (Boraston et al., 2004). Interessanterweise zeigen einige
CBMs auch eine Affinitat zu PET, einem der meist verwendeten synthetischen Polymere
(Ribitsch et al., 2013; Wei und Zimmermann, 2017a; Zhang et al., 2013). PET-bindende
Peptide bieten die Moéglichkeit neuartige Anwendungsfelder zu erschliel®en und sollen in der
Entwicklung einer Methode zur Textilveredelung von PET-Fasern mit TEMs eingesetzt werden
(,FuPol“-Projekt). Dartiber hinaus sollen sie in der Entwicklung eines Detektionsverfahrens von
Nanoplastik in wassrigen Systemen angewendet werden. In dieser Arbeit sollten daher CBMs
mit PET-Bindeeigenschaften identifiziert und charakterisiert sowie erste Machbarkeitsstudien

zur biotechnologischen Anwendung durchgeflihrt werden.

3.1.1 Zusammenstellung von CBMs als PET-Bindekandidaten

Zunachst wurden mehrere CBMs als potentielle PET-Bindepartner zusammengestellt (Tab.
3.1, 6.1). Das Hauptkriterium bei der Suche war eine planare Ausrichtung von aromatischen
Aminosaureresten auf der Peptidoberflache, da hydrophobe Interaktionen zwischen den
Tryptophan-Resten von CBMs und den Phenylgruppen von PET postuliert wurden (Zhang et
al., 2013). In der CAZy-Datenbank (http://www.cazy.org/) (Cantarel et al., 2009; Lombard et
al., 2014) wurden daher CBMs des Typs A durchmustert und jeweils zwei CBMs der Familien
1, 2, 5 und 10 ausgewahlt. Um die Anordnung der Aromaten zu Uberpriifen, wurde jeweils eine
initiale  Peptidkonformation  durch  Homologiemodellierung mit ,SWISS-MODEL*
(https://swissmodel.expasy.org/) (Biasini et al., 2014) erstellt und das verlasslichste
Homologiemodell, basierend auf der héchsten Sequenzidentitat sowie dem héchsten GMQE
(Global Model Quality Estimation)-Wert fir weitere Arbeiten verwendet (Abb. 3.1, 3.2).

Tab. 3.1: Ubersicht der ausgewihlten CBMs

PDB-Code der Sequenzidentitat? Peptidlange
Name Organismus GMQE"

Strukturvorlage zur Strukturvorlage [AS]
PpCBM!1 P. pastoris 4qi5.1.A 57 % 0,89 29
TrCBM1 T. reesei 4bmf.1.A 69 % 0,73 29
BaCBM2 B. anthracis 3ndy.1.B 38 % 0,75 72
BsCBM2  B. subtilis 2rit.1.A 37 % 0,64 83
BaCBM5 Burkholderia ambifaria 4hme.1.A 47 % 0,77 45
BICBM5 B. licheniformis 4hme.1.A 49 % 0,70 56
PaCBM10 Pseudomonas aeruginosa  1e8r.1.A 73 % 0,96 28
ucCBM10 Metagenom 1e8r.1.A 71 % 0,88 28

@ 30—40 %: Alignment mit vielen Insertionen und Deletionen; > 40 %: Alignment mit wenig Liicken (Xiang, 2006)
b Werte werden zwischen 0 und 1 angegeben; hdhere Werte sprechen fiir eine hohere Verlasslichkeit
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Als weiterer Qualitatsindikator der dreidimensionalen Struktur wurden die Torsionswinkel der
Peptidstrukturen mittels Ramachandran Plot (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/
rampage.php) analysiert, wobei je nach Peptid zwischen 97 % und 100 % der Aminosaurereste
in den statistisch erlaubten oder favorisierten Bereichen lagen (Lovell et al., 2003). Dies
deutete an, dass die Wahrscheinlichkeit fir Fehler in der Struktur der Homologiemodelle sehr
gering war. Um ein verlassliches Homologiemodell zu erhalten, sollten Proteine > 150 AS eine
Sequenzidentitat > 50 % zur Strukturvorlage aufweisen. Je kirzer die Proteinsequenz ist,
desto schwieriger ist eine sichere Strukturvorhersage. Daher sollten Strukturvorhersagen fur
Proteine < 100 AS mit Sequenzidentitdten < 30 % nicht verwendet werden (Petrovi¢ und
Zlatovi¢, 2015). Die ausgewahlten CBMs der Familien 1 und 10 (Gruppe A) waren sehr kurz
(< 30 AS) und zeigten relativ hohe Sequenzidentitdten zwischen 57 % und 73 %. Die CBMs
der Familien 2 und 5 (Gruppe B) waren hingegen langer (45-83 AS) und wiesen geringere
Sequenzidentitaten (37—49 %) auf. Da alle ausgewahlten CBMs folglich zu den kleinen
Proteinen (< 100 AS) zahlten, wurden die Qualitat und Stabilitat der erstellten Homologie-
modelle zusétzlich durch MD-Simulationen in Wasser (2.6.1.1) untersucht. ' AuRerdem
ermdglichte die Methode eine Optimierung der Seitenkettenpositionen. Peptide der Gruppe B
charakterisierten sich durch geringe Root-Mean-Square-Deviation (RMSD)-Werte von 1 A bis
3 A der Proteinriickgratatome sowie stabilen Radius of gyration (Rg)-Werten iiber die gesamte
Simulation, welche typisch fir gefaltete Proteine sind. Der RMSD-Wert gibt an, wie stark die
Atompositionen eines Proteins im Raum von der initialen Struktur wahrend des Verlaufs der
MD-Simulation abweichen (Kufareva und Abagyan, 2012). Kleine RMSD-Werte deuten auf
ahnliche Atompositionen hin und stellen somit einen Indikator flir eine stabile Proteinstruktur
dar. Der Rg-Wert ist ebenfalls ein Parameter fir die Stabilitdt und korreliert mit der
Ubergeordneten Struktur des Proteins (Lobanov et al., 2008). Im Gegensatz zu den Peptiden
der Gruppe B verhielten sich die Peptide der Gruppe A deutlich anders in den MD-
Simulationen. Zum einen waren die RMSD-Werte groRer als 4 A und deuteten ein hohes MaR
an Bewegung an. Zum anderen fanden lokale Faltungen und Entfaltungen, erkennbar an den
schwankenden Rg-Werten, statt. Beispielsweise bildete ucCBM10 wahrend der MD-
Simulation eine a-Helix aus, die sich im weiteren Verlauf wieder entfaltete (Abb. 6.1 H). Neben
den RMSD- und Rg-Werten wurden die Faltungsprozesse ebenfalls durch Analyse der
Sekundarstrukturentwicklung Uber den gesamten Simulationsverlauf bestatigt (Abb. 6.1). In
den Abb. 3.1 und 3.2 sind die CBM-Strukturen aus der Homologiemodellierung sowie jeweils
eine reprasentative Struktur aus der MD-Simulation abgebildet. Jede durch Homologie-
modellierung erstellte CBM-Struktur zeigte eine exponierte, aromatische Triade, deren Reste

planar orientiert waren. MD-Simulationen bestatigten dies flir Peptide der Gruppe B, da die

' Die MD-Simulationen wurden in Kooperation mit dem Institut fiir Komplexe Systeme: Strukturelle
Biochemie (Jun.-Prof. Dr. Strodel) am FZ Jilich von Dusan Petrovi¢ durchgefihrt.
62



Ergebnisse

simulierten Strukturen gut mit den durch Homologiemodellierung erstellten Strukturen
Ubereinstimmten. Bei den Peptiden der Gruppe A war es hingegen nicht méglich, eine finale
Struktur in den MD-Simulationen zu bestimmen, da die Peptide sehr flexibel waren. Die
Ausrichtung der exponierten, aromatischen Reste hatte sich hier teilweise deutlich gegeniber

der Struktur aus der Homologiemodellierung verandert (vgl. ucCBM10).

Homologiemodellierung MD-Simulation

TrcBM1

PpCBM1

BsCBM2

BaCBM2

Abb. 3.1: Strukturvorhersage der CBMs (Familien 1 und 2) nach Homologiemodellierung und MD-
Simulation.?

Jedes CBM wies drei aromatische Aminosaurereste auf, die an der Peptidoberflache exponiert und je
nach Vorhersagemethode unterschiedlich ausgepragt planar angeordnet waren. Diese aromatischen
Triaden sind in blau hervorgehoben. BsCBM2 wurde mit dem Aminosaureaustausch W63Y untersucht.

2 Reprasentative Strukturen der MD-Simulationen wurden in Kooperation mit dem Institut flir Komplexe
Systeme: Strukturelle Biochemie (Jun.-Prof. Dr. Strodel) am FZ Jilich von DuSan Petrovi¢ erstellt.
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Homologiemodellierung MD-Simulation

BaCBM5
w2g W27 W40
BICBM5
w47
W34
PaCBM10 2
W18 WL

Y4 Y4

ucCBM10

Y21 W19

Abb. 3.2: Strukturvorhersage der CBMs (Familien 5 und 10) nach Homologiemodellierung und
MD-Simulation.?

Jedes CBM wies drei aromatische Aminosaurereste auf, die an der Peptidoberflache exponiert und je
nach Vorhersagemethode unterschiedlich ausgepragt planar angeordnet waren. Diese aromatischen
Triaden sind in blau hervorgehoben.

Es wurden acht CBMs als potentielle PET-Bindepartner durch in silico Analysen identifiziert:
TrCBM1, PpCBM1, BaCBM2, BsCBM2, BaCBMS5, BICBM5, ucCBM10 und PaCBM10. Laut
Homologiemodellierung und MD-Simulation wiesen diese ausgewahlten CBMs jeweils drei
aromatische Aminosaurereste auf, die an der Peptidoberflache exponiert und (unterschiedlich

ausgepragt) planar angeordnet waren.

3 Reprasentative Strukturen der MD-Simulationen wurden in Kooperation mit dem Institut fiir Komplexe
Systeme: Strukturelle Biochemie (Jun.-Prof. Dr. Strodel) am FZ Jilich von DuSan Petrovi¢ erstellt.
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3.1.2 Expression der CBM-Kandidaten

3.1.2.1 CBM-Expression und -Aufreinigung aus E. coli

Um in vitro Untersuchungen mit den ausgewahlten CBMs bezuglich deren Anbindung an PET
durchzufiihren, wurden diese rekombinant in E. coli hergestellt. Dazu wurden die
synthetischen Gene der CBMs Codon-optimiert fur E. coli und jeweils in den pET-22b(+)-
Vektor kloniert (2.1.4.2). Jedes CBM wurde C-terminal zur schnellen, optischen Detektion an
den Fluoreszenzmarker Bs2 (evoglow®-Bs2; evoxx technologies GmbH, Monheim am Rhein/
EcFbFP (Drepper et al., 2007; Drepper et al., 2010)) sowie zur spezifischen Detektion und
Aufreinigung an den Affinitatstag Strep-tag® Il (in Genkonstrukten und Proteinen ,Strepll*

genannt) fusioniert. Als Kontrolle wurde das Plasmid pET-22b(+)_Bs2-Strepll kloniert.

Tab. 3.2: Plasmide zur heterologen Expression der ausgewdhlten CBM-Gene sowie
Kontrollplasmide und molekulare Masse der Fusionsproteine

CBM Plasmid Molekulare Masse der Fusionsproteine [kDa]
PpCBM1 pET-22b(+)_PpCBM1-Bs2-Strepll 211
TrCBM1 pET-22b(+)_TrCBM1-Bs2-Strepll 21,2
BaCBM2 pET-22b(+)_BaCBM2-Bs2-Strepll 25,9
BsCBM2 pET-22b(+)_BsCBM2-Bs2-Strepl| 26,6
BaCBM5 pET-22b(+)_BaCBM5-Bs2-Strepll 23,1
BICBM5 pET-22b(+)_BICBM5-Bs2-Strepl| 23,8
PaCBM10 pET-22b(+)_PaCBM10-Bs2-Strepl| 20,8
ucCBM10 pET-22b(+)_ucCBM10-Bs2-Strepll 21,8
- pET-22b(+)_Bs2-Strepll 16,8
- pET-22b(+) -

Nach der Transformation von E. coli BL21 (DE3) [pLysS] Zellen mit den Plasmiden wurden
diese im Autoinduktionsmedium kultiviert, um die Gene der Fusionsproteine zu exprimieren.
Mittels SDS-PAGE konnte in keinem der Rohextrakte aufgeschlossener E. coli Zellen eine
Uberexpressionsbande der CBM-Fusionsproteine detektiert werden (Abb. 3.3 A). Durch eine
weiterfihrende Western Blot Analyse konnte jedoch jeweils 16sliches CBM-Fusionsprotein im
Rohextrakt spezifisch nachgewiesen werden (Abb. 3.3. B). Bei gleich eingesetzter Gesamt-
proteinmasse zeigten sich deutliche Unterschiede in der Menge der CBM-Fusionsproteine.
Beispielsweise wiesen die Spuren der TrCBM1- und BaCBM5-Fusion kaum Zielprotein auf,
wohingegen besonders viel Zielprotein in den Spuren der PoCBM1- und BaCBM2-Fusion zu
finden war. Zudem waren teilweise oberhalb der erwarteten Laufhohe Banden zu sehen,
welche auf Dimere hinwiesen. In den Spuren der PaCBM10- und ucCBM10-Fusion wurden
jeweils zwei Zielproteinbanden detektiert, die auf einen Abbau der Zielproteine hindeuteten. In
der Kontrollspur mit Gesamtprotein aus E. coli BL21 (DE3) [pLysS] [pET-22b(+)] Rohextrakt

war ebenfalls im Molekulargewichtsbereich der CBMs eine schwache Bande bei ca. 22 kDa
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zu erkennen, welche wahrscheinlich dem BCCP (Biotin Carboxyl Carrier Protein) mit 22,5 kDa
aus E. coli zugeordnet werden kann. BCCP ist ein biotinyliertes Protein, das eine hohe Affinitat
zu Streptavidin und Strep-Tactin® zeigt und daher bei Verwendung der Strep-tag® I
Technologie sowohl nachgewiesen als auch bei Aufreinigungen angereichert werden kann
(Skerra und Schmidt, 2000).

Marker
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Abb. 3.3: Expression und Aufreinigung der CBM-Fusionsproteine.

(A) SDS-Gel mit CBM-Fusionsproteinen im Rohextrakt. Aufgetragen wurden jeweils 7 ug denaturiertes
Gesamtprotein. (B) Western Blot mit CBM-Fusionsproteinen im Rohextrakt. In der SDS-PAGE wurden
jeweils 15 pg denaturiertes Gesamtprotein aufgetrennt. Die spezifische Detektion der Proteine erfolgte
Uber den Strep-tag® Il. Sterne markieren CBM-Fusionsproteine mit Volllange, gefiillte Dreiecke
markieren Proteine, welche auf Dimere zurlckzufiihren sein kdnnten und ungefiillte Dreiecke markieren
Proteine, welche auf degradierte Proteine zuriickzufiihren sein kdnnten. (C) SDS-Gel mit aufgereinigten
Proteinfraktionen der CBM-Fusionsproteine. Aufgetragen wurden jeweils 2 ug denaturiertes Protein der
Aufreinigung. Sterne markieren die CBM-Fusionsproteine in VolllAnge. (D) SDS-Gel mit aufgereinigter
Proteinfraktion des Kontrollproteins Bs2-Strepll. Es wurden 3 ug denaturiertes Protein der Aufreinigung
aufgetragen. Der Stern markiert das Kontrollprotein in Volllange. (A-C) Die Probenbezeichnung steht
jeweils fur eine entsprechende Proteinfraktion aus E. coli BL21 (DE3) [pLysS] mit einem pET-22b(+)-
Plasmid, welches das angegebene CBM in Fusion mit Bs2-Strepll kodiert. In der Spur ,(-) Kontrolle®
wurde Rohextrakt aus E. coli BL21 (DE3) [pLysS] [pET-22b(+)] aufgetragen.
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Die anschliellende Aufreinigung der CBM-Fusionsproteine (2.4.8) gestaltete sich
herausfordernd, da die CBMs aufgrund ihrer biochemischen Eigenschaften stark affin
gegentiber dem Sepharose-Tragermaterial der Strep-Tactin®-Matrix in der Aufreinigungsséaule
waren und mutmallich unspezifische Interaktionen mit anderen Proteinen aus E. coli
eingingen. Die Fusionsproteine BaCBM2-Bs2-Strepll und BICBM5-Bs2-Strepll konnten
dennoch in zufriedenstellender Reinheit tber den Strep-tag® Il angereichert werden. Fir die
Elution waren aber ein Puffer mit saurem pH-Wert (Enp- bzw. Ec-Puffer) sowie ein weiteres
Spulen mit einer basischen Lésung (0,1 M NaOH) nétig. Um aquivalente Ergebnisse fur die
anderen CBM-Fusionsproteine zu erzielen, wurden diese zusatzlich ber lonenaustausch-
chromatographie aufgereinigt. In Abb. 3.3 C sind die aufgereinigten Proteinfraktionen nach
gelelektrophoretischer Auftrennung dargestellt. Jede Probe wies eine deutliche Anreicherung
des Volllangen-Fusionsproteins auf, wobei sich die Reinheitsgrade unterschieden. Weiterhin
wurden bei jeder Probe zwei Proteinbanden auf Héhe von ~ 56 kDa und ~ 66 kDa detektiert,
welche vermutlich auf Proteine zurickzufihren sind, die mit allen untersuchten CBMs
unspezifisch interagierten. Als Kontrollprotein wurde Bs2-Strepll analog zu den CBM-

Fusionsproteinen synthetisiert und Gber den Strep-tag® Il aufgereinigt (Abb. 3.3 D).

Alle Gene der rational ausgewahlten CBMs konnten heterolog in E. coli exprimiert werden.
Trotz der zur Aufreinigung hinderlichen, biochemischen Eigenschaften der CBMs, konnte
jedes Fusionsprotein in zufriedenstellender Reinheit aufgereinigt werden, sodass die
potentiellen PET-Bindepeptide in weiterflihrenden Untersuchungen eingesetzt werden

konnten.

3.1.2.2 Verwendung verschiedener Expressionssysteme zur Synthese von

BaCBM2
Wie in Abschnitt 3.1.7 beschrieben, hat das PET-bindende BaCBM2 (vgl. 3.1.4) Potential

biotechnologisch angewendet zu werden. Daher ist ebenfalls ein optimiertes Expressions-
system fir BaCBM2 von industriellem Interesse. Aus diesem Grund wurde die Synthese von
BaCBM2 in verschiedenen Expressionssystemen untersucht. Anders als in Abschnitt 3.1.2.1
wurde das BaCBM2 ohne Fluoreszenzmarker synthetisiert, da dieser flir die Anwendungen
nicht bendtigt wird und einen potentiellen Stoérfaktor darstellt. Zudem wurde an den N-Terminus
ein Cystein flr chemische Verknupfungsreaktionen integriert (vgl. 3.1.7.1). Demzufolge ergab
sich das Genkonstrukt cBaCBM2-Strepll, welches jeweils Codon-optimiert in B. subtilis,
P. pastoris und E. coli heterolog exprimiert wurde.

Fir die Expression und Sekretion in B. subtilis wurden zehn pEVO+_spX-cBaCBM2-Strepl|
Plasmide kloniert (2.1.4.2), die sich jeweils durch eine andere Signalpeptidsequenz (spX) zur

Sekretion unterschieden. Nach der Transformation von B. subtilis mit den Plasmiden wurden
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die Klone in Doppelbestimmung kultiviert und jeweils die zellfreien Kulturiiberstande analysiert.
Das rekombinante Zielprotein konnte nicht durch SDS-PAGE Analyse, sondern nur durch die
wesentlich sensitivere Western Blot Methode bei 7 der 10 Klone detektiert werden (Daten nicht
gezeigt). Dies deutete an, dass sich B. subtilis unter den untersuchten Bedingungen nicht zur
Produktion des Peptids cBaCBM2-Strepll im grofieren Mal3stab eignet.

Ein weiterer Ansatz war, das Peptid durch die Hefe P. pastoris zu synthetisieren und zu
sekretieren. Dazu wurden die Stdmme P. pastoris X-33-BaCBM24%X
X-33-BaCBM2°4” generiert (Tab. 2.9), welche die DNA-Sequenz von cBaCBM2-Strepll im

AOX1-Lokus zur Methanol-induzierten Expression bzw. im GAP-Lokus zur konstitutiven

und P. pastoris

Expression genomisch integriert hatten. Der AOX1-Promotor induziert eine sehr starke
Expression der AOX1-kodierten Alkohol-Oxidase 1, welche die Oxidation von Methanol zu
Formaldehyd in der methylotrophen Hefe katalysiert (Cereghino und Cregg, 2000). Der GAP-
Promotor kontrolliert hingegen die Expression der GAP-kodierten Glyceraldehyde-3-Phosphat
Dehydrogenase auf einem hohen basalen Niveau (Waterham et al., 1997). Das Genkonstrukt
konnte durch beide Stamme exprimiert und das Genprodukt spezifisch im Kulturiberstand
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Weiter wies die Peptidsequenz von BaCBM2
zwei N-Glykosylierungsstellen auf und die tatsachliche N-Glykosylierung konnte durch ein
Deglykosylierungsexperiment nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Hierbei konnte das
Peptid nach Behandlung mit der Endo-Glykosidase H (Tab.2.1) im SDS-Gel mittels
Coomassie Brilliant Blau angefarbt werden, wohingegen es im glykosylierten Zustand nicht
detektiert werden konnte. Um zu Uberprufen, ob die Glykosylierung einen Einfluss auf die PET-
Bindung von BaCBM2 hat, wurden die Proben in dem in dieser Arbeit entwickelten ,PET
Surface Affinity Assay* (vgl. 3.1.3) untersucht (Daten nicht gezeigt). Da kaum ein Output-
Signal zu sehen war, konnte geschlussfolgert werden, dass die Glykosylierung die PET-
Affinitdt von BaCBM2 stark beeintrachtigte. Die PET-Affinitdt konnte jedoch durch
Deglykosylierung des Peptids gesteigert werden.

Des Weiteren wurde die Expression des Genkonstrukts cBaCBM2-Strepll in E. coli untersucht.
Dazu wurde das Konstrukt in pET-22b(+) integriert (2.1.4.2) und E. coli BL21 (DE3) damit
transformiert. E. coli BL21 (DE3) [pET-22b(+) _cBaCBM2-Strepll] Zellen sowie die Kontrolle
E. coli BL21 (DE3) [pET-22b(+)_Strepll] wurden mit IPTG induziert und bei verschiedenen
Temperaturen kultiviert. AnschlieRend wurden die I6slichen und die unldslichen Fraktionen
mittels SDS-PAGE analysiert. In der I6slichen Fraktion konnte bei keiner Probe Zielprotein
detektiert werden. Stattdessen konnte dieses in der unldslichen Fraktion nachgewiesen
werden (Abb. 3.4 A). Besonders viel Zielprotein wies die Probe auf, deren Zellen mit 0,3 mM
IPTG induziert wurden. Mit Hilfe des aufgetragenen BSA-Standards konnte hier eine

Zielproteinausbeute von 56 mg/L ermittelt werden.
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Abb. 3.4: Produktion von cBaCBM2-Strepll mit E. coli.

(A) SDS-Gel mit cBaCBM2-Strepll in der unléslichen Fraktion. Zur Expression des cBaCBM2-Strepl|
Peptids wurden E. coli BL21 (DE3) [pET-22b(+) cBaCBM2-Strepll] Zellen zunachst bei 37°C
angezogen. Bei einer ODesoo von 0,5 wurden diese mit verschiedenen IPTG-Konzentrationen induziert
und bei 25°C weiter kultiviert. Analog dazu wurde die Kontrolle (E. coli BL21 (DE3) [pET-22b(+)_Strepll])
mit 0,3 mM IPTG induziert und kultiviert. Aufgetragen wurde jeweils die unldsliche Fraktion mit dem
Volumen entsprechend fir 7 yg Gesamtprotein aus dem Rohextrakt sowie 1 ug BSA. Der schwarze
Pfeil markiert cBaCBM2-Strepll (10 kDa). (B) SDS-Gel mit cBaCBM2-Strepll in Einschlusskdrpern und
renaturiert. Zur Expression des cBaCBM2-Strepll Peptids wurden E. coli BL21 (DE3) [pET-22b(+)_
cBaCBM2-Strepll] Zellen zunachst bei 37°C angezogen. Bei einer ODeoo von 0,5 wurden diese mit
0,3 mM IPTG induziert und bei 25°C weiter kultiviert. IB: Aufgetragen wurde die unlésliche Fraktion aus
7 pg Pellet. R1: Aufgetragen wurden die mit DTT renaturierten Proteine aus der unldslichen Fraktion
aus 7 ug Pellet. R2: Aufgetragen wurden die mit Glutathion-Disulfid/ Glutathion renaturierten Proteine
aus der unldslichen Fraktion aus 7 ug Pellet. Der schwarze Pfeil markiert cBaCBM2-Strepll (10 kDa).
(C) Untersuchung der PET-Affinitdt der renaturierten cBaCBM2-Strepll Peptide. Im ,PET Surface
Affinity Assay* wurden 2,5 uL der mit DTT renaturierten cBaCBM2-Strepll Probe (R1) sowie der mit
Glutathion-Disulfid/ Glutathion renaturierten cBaCBM2-Strepll Probe (R2) eingesetzt. Zur Kontrolle
wurden 2,5 pL der renaturierten Fraktionen von E. coli BL21 (DE3) [pET-22b(+)_Strepll] aufgetragen.
Dargestellt sind Ausschnitte der Output-Signale einer Membran.

Um das Peptid cBaCBM2-Strepll aus der unléslichen Fraktion fir Anwendungen verfligbar zu
machen, wurde eine Proteinrickfaltung aus Einschlusskoérpern (2.4.6) durchgeflihrt. Das SDS-
Gel in Abb. 3.4 B zeigt die unlésliche Fraktion ,IB“ sowie zwei renaturierte Proben ,R1“ (mit
DTT renaturiert) und ,R2“ (mit Glutathion-Disulfid/ Glutathion renaturiert) aus der gleichen
Menge an Zellpellet. Die Renaturierung war erfolgreich, da in den Spuren ,R1* und ,R2*
Protein detektiert wurde und dieses auf Hohe der Einschlusskérper aus der unldslichen
Fraktion lief. Eine densitometrische Auswertung der Proteinbanden zeigte, dass uber 90 % der
unléslichen Peptide renaturiert werden konnten. Zudem wurden diese Proteinfraktionen im
,PET Surface Affinity Assay" (2.4.9) angewendet, bei dem die PET-Affinitat der renaturierten

Peptide qualitativ nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.4 C).

Mit jedem der untersuchten Systeme konnte das cBaCBM2-Strepll Peptid produziert werden,

jedoch ergaben sich fiir jedes System Vor- und Nachteile (Tab. 3.3).
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Tab. 3.3: Ubersicht der BaCBM2-Synthese in verschiedenen Organismen

Organismus Vorteil Nachteil

B. subtilis Bakterielles System, das Zielprotein ins Geringe Zielproteinausbeute
Medium sekretiert
P. pastoris Sekretiert Zielprotein ins Medium, Zielprotein wird glykosyliert, Glykosylierung
deglykosyliertes Zielprotein bindet an PET beeintrachtigt PET-Affinitat,
Deglykosylierung notwendig
E. coli Hohe Zielproteinausbeute, Zielprotein befindet sich in Einschluss-

renaturiertes Zielprotein bindet an PET korpern, Renaturierung notwendig

3.1.3 Entwicklung eines ,,PET Surface Affinity Assays*

Um das PET-Bindungspotential der CBM-Kandidaten (vgl. 3.1.1.) in vitro zu Uberprifen, wurde
in dieser Arbeit der sogenannte ,PET Surface Affinity Assay (Abb. 3.5) entwickelt. Die
Methode ermdéglicht den semi-quantitativen Nachweis von PET-Bindeproteinen auf PET-
Folien und basiert auf der Detektion von gebundenen Proteinen Uber ihren Affinitatstag
Strep-tag® Il. Bei der Durchfiihrung (2.4.9) werden zunachst definierte Mengen des zu
untersuchenden, aufgereinigten Proteins in gleichem Volumen auf eine gereinigte PET-Folie
aufgetragen. Nach einer definierten Inkubationszeit wird das Volumen wieder abgenommen,
da sonst noch ungebundene PET-Bindeproteine in den nachfolgenden Schritten an weiteren

Stellen der PET-Folie binden kénnten. Dann werden durch Waschschritte ungebundene

§ 66 e !!3’

waschen ’

—>

waschen trocknen

PET-Folie PET-Folie ’ PET-Folie
Protein auftragen und Flissigkeit Inkubation mit Alkalischer
nach Inkubation abnehmen Phosphatase gekoppelt

an Strep-Tacti n®

* waschen

@ PET-Bindeprotein
Nicht PET-bindendes Protein Membran
@ O O abnehmen
( Strep-tag®ll
’ Alkalische Phosphatase gekoppelt
an Strep-Tactin®
@® Output-Signal Membran

Membran mit chromogenem
Substrat auf PET-Folie
positionieren

Membran

Abb. 3.5: Schematische Darstellung des ,,PET Surface Affinity Assays*.
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Proteine entfernt. Zum spezifischen Nachweis immobilisierter PET-Bindeproteine wird eine
Alkalische Phosphatase eingesetzt, die (iber ein gekoppeltes Strep-Tactin® den C-terminalen
Tag der PET-Bindeproteine bindet. AnschlieRend wird eine PVDF-Membran, welche zuvor in
chromogenem Substrat getrankt wurde, auf der praparierten PET-Folie positioniert. Die an den
PET-Bindeproteinen gebundene Alkalische Phosphatase kommt dadurch mit dem Substrat in
Kontakt und setzt dieses zu einem sichtbaren Produkt um, welches auf der PVDF-Membran
fixiert bleibt (Output-Signal).

[pmol] 1 2 3 4
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g 14
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172}
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’ o1 02 03 04 05 06 0,7 08 09 1
1) 4 8 € Protein [pmol]

Stirke des Output-Signals [AU x 10°]

#1 #2 #3 Mw

Abb. 3.6: Etablierung des ,,PET Surface Affinity Assays”.

(A) Output-Signale des ,PET Surface Affinity Assays®. Ansteigende Mengen des aufgereinigten CBM-
Fusionsproteins BaCBM2-Bs2-Strepll wurden in Vierfachbestimmung im ,PET Surface Affinity Assay*
auf einer PET-Folie angewendet. Um Hintergrundsignale fir die densitometrische Auswertung zu
entfernen, wurde jeder Probepunkt ausgeschnitten. (B) Quantifizierung der Output-Signale aus (A). Die
Starke der Output-Signale wurde densitometrisch ermittelt und korrelierte linear mit der eingesetzten
Proteinmenge zwischen 0,1 pmol und 1 pmol. (C) Reproduzierbarkeit von Ergebnissen. Drei
aufgereinigte Proteinfraktionen von BaCBM2-Bs2-Strepll (#1-#3) wurden in Sechsfachbestimmung mit
je 0,1 pmol im ,PET Surface Affinity Assay* appliziert. Die Starke der Output-Signale wurde
densitometrisch ermittelt und die Mittelwerte graphisch dargestellt. Aus #1—#3 wurde ein Mittelwert
(MW) mit einer Standardabweichung von 7,5 % errechnet.
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Am Beispiel des Fusionsproteins BaCBM2-Bs2-Strepll wurde der ,PET Surface Affinity Assay*
entwickelt. In Abb. 3.6 A ist exemplarisch ein Ergebnis dargestellt und zeigt Ausschnitte einer
PVDF-Membran mit Output-Signalen von BaCBM2-Bs2-Strepll, das in verschiedenen Mengen
in Vierfachbestimmung appliziert wurde. Es war deutlich zu erkennen, dass die Output-Signale
bei geringeren Mengen schwacher waren als bei hoheren Mengen. Weiter zeigte die
densitometrische Auswertung der Membran eine lineare Korrelation zwischen der
eingesetzten Menge des PET-Bindeproteins im Bereich von 0,1 pmol bis 1 pmol und der
Starke des Output-Signals (Abb. 3.6 B). Die Anwendung von mehr als 1 pmol des PET-
Bindeproteins flhrte zu keiner weiteren linearen Steigerung und konnte auf eine Sattigung des
Output-Signals zurtckzufihren sein. Um die Output-Signale verschiedener Proteine
miteinander vergleichen zu kénnen, wurde Uberprift, wie stark die Output-Signale dreier
biologischer Replikate voneinander abwichen. Dazu wurden drei unabhangig aufgereinigte
Proteinfraktionen von BaCBM2-Bs2-Strepll jeweils mit gleicher Proteinmenge in Sechsfach-
bestimmung auf einer PET-Folie angewendet. Die Output-Signale wurden quantifiziert und die
Mittelwerte der Proteinfraktionen miteinander verglichen (Abb. 3.6 C). Diese wichen um
+ 7,5 % voneinander ab. Demzufolge deuten Output-Signale anderer zu untersuchender
Proteine, die um mehr als 7,5% von diesem Mittelwert abweichen auf wesentliche
Unterschiede in der Bindeaffinitat verglichen mit BaCBM2-Bs2-Strepll hin. Neben der
Entwicklung des ,PET Surface Affinity Assays” zeigten die Versuche aulierdem, dass das
Fusionsprotein BaCBM2-Bs2-Strepll an PET bindet.

Der entwickelte ,PET Surface Affinity Assay” ermdglicht, in einem schnellen und
unkomplizierten Verfahren qualitative und semi-quantitative Aussagen Uber die PET-Affinitat
von Proteinen zu ftreffen. Die Methode basiert auf dem spezifischen Nachweis von
gebundenen Proteinen uber ihren Affinitdtstag auf einer PET-Folie. Die detaillierte

Vorgehensweise ist in Abschnitt 2.4.9 beschrieben.

3.1.4 PET-Anbindungsstudien mit den CBM-Kandidaten

Nachdem alle Gene der in silico ausgewahlten CBM-Kandidaten (vgl. 3.1.1) erfolgreich in
E. coli exprimiert werden konnten und es im weiteren Verlauf mdglich war, jedes der
rekombinanten Fusionsproteine durch angepasste Aufreinigungsprotokolle anzureichern (vgl.
3.1.2.1), wurden die Peptide auf ihre PET-Affinitat hin untersucht. Um PET-affine Peptide zu
identifizieren, wurden die CBM-Kandidaten in dem entwickelten ,PET Surface Affinity Assay*
(vgl. 3.1.3, 2.4.9) appliziert. Dazu wurden die aufgereinigten Proteinfraktionen der CBM-
Fusionsproteine (CBM-Bs2-Strepll) sowie die der Negativkontrolle (Bs2-Strepll) auf eine PET-
Folie aufgetragen. Herausfordernd war, ein geeignetes Schema zur Auftragung zu finden, da
sich sowohl die Qualitat der Aufreinigungen als auch die Molekulargewichte der Zielproteine,

insbesondere das der Negativkontrolle zu den Fusionsproteinen unterschieden. Um eine
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annahernde Vergleichbarkeit zu schaffen, wurden die Proben in aquimolaren Mengen
eingesetzt. Fur die Berechnung wurde das Molekulargewicht des Volllangenproteins
verwendet und vernachlassigt, dass sich teilweise noch weitere Proteine in der aufgereinigten
Fraktion befanden. Der Versuch wurde in Triplikaten und mit steigenden Proteinmengen
durchgefiihrt und zeigte stets die gleiche Tendenz. Wie exemplarisch in Abb. 3.7 zu sehen,
wurde bei flnf der acht Fusionsproteine ein Output-Signal detektiert. Da die Negativkontrolle
kein Output-Signal aufwies, konnte geschlussfolgert werden, dass die CBMs dieser flnf
Fusionsproteine die Fahigkeit haben an das synthetische Polymer PET zu binden. Die Starke
der Output-Signale bei den PET-bindenden Fusionsproteinen variierte und deutete
Unterschiede in den PET-Affinitdten an. Die abweichenden Reinheitsgrade der eingesetzten
Proteinfraktionen lief3en in diesem Fall jedoch nur eine vorlaufige Bewertung der quantitativen
PET-Affinitdt zu. Zweifellos konnte durch diese Untersuchung hingegen eine qualitative
Vorauswahl getroffen werden. Hierbei konnten CBMs in PET-bindende und nicht-bindende
Peptide klassifiziert werden. TrCBM1, BaCBM5 und PaCBM10 zeigten keine PET-Bindung
unter den beschriebenen Bedingungen. Ob die PET-Affinitat der drei Peptide unterhalb der
Detektionsgrenze lag oder ob sie PET uberhaupt nicht binden, konnte in diesem
Versuchsaufbau nicht unterschieden werden. Hingegen konnten PpCBM1, BaCBM2,
BsCBM2, BICBM5 und ucCBM10 als PET-bindende CBMs verifiziert werden. Das Ergebnis
bestatigte somit die rationale CBM-Auswahl. Auffallig war zudem das starke Output-Signal von
BaCBM2-Bs2-Strepll, was auf eine hohe PET-Affinitat des CBMs hindeutete. In Kombination
mit der relativ starken Expression (Abb. 3.3) erwies sich BaCBM2 als vielversprechendster

PET-Bindekandidat und wurde fiir weitere Studien verwendet.

01 02 03 04 05 07 [pmol]*

BS
TrCBM1-BS
PpCBM1-BS
BaCBM2-BS ¢ J : 3
BsCBM2-BS
BaCBM5-BS
BICBM5-BS

ucCBM10-BS

PaCBM10-BS

Abb. 3.7: Evaluierung der PET-Affinitat von CBM-Kandidaten.

Im ,PET Surface Affinity Assay” wurden jeweils verschiedene Mengen der CBM-Fusionsproteine sowie
des Kontrollproteins aus aufgereinigten Proteinfraktionen eingesetzt. Dargestellt ist eine reprasentative
Membran mit den Output-Signalen. Bs2-Strepll ist mit ,BS* abgekdrzt. * Fir die Berechnung konnte die
unterschiedliche Qualitat der aufgereinigten Proteinfraktionen nicht bertcksichtigt werden.
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Durch Anwendung des entwickelten ,PET Surface Affinity Assays® konnten funf der acht CBM-
Kandidaten mit potentieller PET-Affinitat als tatsachliche PET-bindende Peptide identifiziert
werden. Insbesondere konnte BaCBM2 als sehr gut geeignetes PET-Bindepeptid bestatigt

werden.

3.1.5 Wechselwirkungen zwischen ausgewahlten CBMs und PET

3.1.5.1 MD-Simulation von TrCBM1, BaCBM2 und BaCBMS5 an der PET-
Oberflache

Um die Wechselwirkungen zwischen CBMs und PET in silico zu untersuchen, wurden
TrCBM1, BaCBM2 und BaCBMS5 als reprasentative CBMs aus drei verschiedenen Familien
ausgewahlt und an einer geordneten PET-Oberflache simuliert (2.6.1.3). Eine Abbildung einer
typischen Simulationsbox ist im Anhang zu finden (Abb. 6.2).4

Die Aminosauren W27/W28/W40 von BaCBMS5 bildeten eine aromatische Triade und
vermittelten 1r-stacking Interaktionen mit den Phenylgruppen von PET. Die Peptidstruktur war
rigide (RMSD < 2 A) und aufgrund intrinsischer, geometrischer Eigenschaften interagierten nur
wenige Reste mit der PET-Oberflache (Abb. 3.8 A, Abb. 6.3). Obwohl einige polare und
geladene Reste nahe der PET-Oberflache waren, hat keine der Seitenketten eine optimale
Anordnung gefunden, um stabile Wasserstoffbriickenbindungen mit der PET-Oberflache
einzugehen. Die Energie blieb konstant hoch Uber den gesamten Simulationsverlauf
(Abb. 3.8 B). Hierbei ist anzumerken, dass die Energie kleiner (negativer) ist, je starker eine
Bindung ist. Der bRMSD-Wert driickt aus, wie stark die Abweichung aller Atomkoordinaten
vom letzten Ausschnitt der Simulation ist. Ein niedriger Wert deutet eine besonders stabile
Konformation an. Da die hier ermittelten, niedrigen bRMSD-Werte nicht mit einer niedrigen
Energie korrelierten, liel dies den Schluss zu, dass zwar eine stabile Konformation, jedoch
keine Bindung an PET vorlag. Demnach stimmten die Ergebnisse der MD-Simulation mit den
in vitro Messungen Uberein, bei denen keine PET-Bindung von BaCBM5 detektiert wurde (vgl.
3.1.4).

BaCBM2 ist im Vergleich zu BaCBM5 nur etwas gréRer, weist aber eine deutlich andere
Zusammensetzung der Aminosauren auf, was zu wesentlichen Unterschieden in der PET-
Interaktion fuhrte. Hier bildeten die Aminosauren W9/W44/W63 die aromatische Triade, wobei
sich zunachst W9 und W44 sowie die umgebenden, polaren Aminosauren der PET-Oberflache
naherten (Abb. 3.8 A, Abb. 6.4). Hierbei bildeten sie sowohl 1-stacking Interaktionen als auch
Wasserstoffbrickenbindungen aus. Durch diese initiale Bindung mit PET wurde eine

Konformationsanderung in BaCBM2 induziert, welche zusatzlich den simultanen Zugang von

4 Die MD-Simulationen wurden in Kooperation mit dem Institut flir Komplexe Systeme: Strukturelle
Biochemie (Jun.-Prof. Dr. Strodel) am FZ Jilich von Dusan Petrovi¢ durchgefihrt.
74



Ergebnisse

W63 und N64 an die PET-Oberflache ermoglichte. Dieser zweite Bindungsschritt bei ~ 25 ns
verringerte die Energie signifikant. Niedrige bRMSD-Werte in Kombination mit einer niedrigen
Energie deuteten hier auf eine starke PET-Bindung hin. Dies spiegelte sich in einer hohen
Steigung des Energietrichters wider, wahrend eine geringe Steigung wie bei BaCBM5 auf eine
geringe PET-Bindung hinwies (Abb. 3.8 B).
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5 BaCBM5
A '
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-150

16

Energie [kcal mol™]
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Abb. 3.8: MD-simulierte Wechselwirkungen von BaCBM5, BaCBM2 und TrCBM1 an der PET-
Oberflache.®

(A) Computerbasierte Vorhersage von Resten mit direktem Kontakt zu PET. Zu sehen sind die Proteine
aus dem Blickwinkel der PET-Oberflache. Hydrophobe Reste sind grau, polare Reste gelb, saure Reste
rot und basische Reste blau dargestellt. (B) Trichterférmige CBM-PET Energielandschaften. Jeder
schwarze Punkt stellt die Abweichung aller Atomkoordinaten vom letzten Ausschnitt der Simulation dar
(bRMSD). Die Energie ist die Summe der beteiligten Van-der-Waals- und elektrostatischen Krafte. Die
Steigung der Energietrichter ist jeweils in Rot dargestellt.

Bei TrCBM1 war die aromatische Triade (W2/Y28/Y29), welche durch die Homologie-
modellierung vorhergesagt wurde, nicht in Tr-stacking Interaktionen mit PET involviert. Obwohl
Y28 und Y29 zunachst nah an der PET-Oberflache waren, |6sten sich diese wieder schnell
von PET. Nach einer strukturellen Neuordnung von TrCBM1 bildete sich eine neue
aromatische Triade bestehend aus W2/W10/Y24. Dabei war W10 von PET zu weit entfernt,

5 Die Abbildungen wurden in Kooperation mit dem Institut fir Komplexe Systeme: Strukturelle
Biochemie (Jun.-Prof. Dr. Strodel) am FZ Jilich von DuSan Petrovi¢ erstellt.
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um starke Tr-stacking Interaktionen mit PET zu bilden. Im Gegensatz zu der sehr hydrophoben
Kontaktoberflache von BaCBM5 oder der gleichmafig hydrophoben und polaren Oberflache
von BaCBM2, stellte sich die Kontaktflache von TrCBM1 als stark polar dar (Abb. 3.8 A,
Abb. 6.5). Wie die graphische Darstellung der Energie in Abb. 3.8 B zeigt, war die Bindung
von TrCBM1 und PET nicht so stark wie die von BaCBM2 und PET. Wahrend der
Energietrichter von TrCBM1 dem von BaCBM2 ahnelte, war die Steigung flacher. Dariber
hinaus war TrCBM1 in Wasser (ohne PET-Oberflache) sehr flexibel und es fehlte eine klar
definierte Form und Sekundarstruktur. Abgesehen von der transienten Helix zwischen 40 ns
und 50 ns, konnten keine stabilisierenden, intramolekularen Interaktionen identifiziert werden
(Abb. 6.6 A). Die Prasenz der PET-Oberflaiche hingegen induzierte eine Konformations-
anderung in TrCBM1. Im PET-gebundenen Zustand faltete TrCBM1 ein stabiles B-Faltblatt,
resultierend aus Tr-stacking Interaktionen von W2 und Y24 mit der PET-Oberflache (Abb.
6.6 B). Trotz der Wechselwirkungen von TrCBM1 mit PET, die in den MD-Simulationen
vorhergesagt wurden, konnte in vitro keine PET-Bindung unter den verwendeten,

experimentellen Bedingungen beobachtet werden (vgl. 3.1.4).

Die untersuchten CBMs unterschieden sich in silico deutlich in ihrer Wechselwirkung mit PET.
Wahrend TrCBM1 eine stark polare und BaCBM5 eine hydrophobe Kontaktflache zu PET
aufwies, zeigte BaCBM2 ein ausgewogenes Verhaltnis von hydrophoben und polaren
Kontaktflachen. Die hohe Steigung des Energietrichters von BaCBM2 deutete eine starke
PET-Bindung an. An der CBM-PET Wechselwirkung waren sowohl 1r-stacking Interaktionen

als auch Wasserstoffbrickenbindungen beteiligt.

3.1.5.2 Einfluss von Tryptophan-Resten

Um die Hypothese zu verifizieren, dass Tryptophan-Reste der CBMs an der Interaktion mit
PET beteiligt sind, wurde eine Tryptophan-Quenching Methode (2.4.11) unter Verwendung
des PET-Bindepeptids BaCBM2 (vgl. 3.1.4) und PET-Nanopartikeln etabliert. Die Tryptophan-
Fluoreszenz von Proteinen wird stark von der Polaritdt der Umgebung beeinflusst und
Vorgange, welche sich auf die lokale Umgebung des Indolrings auswirken, kénnen das
Emissionsmaximum verschieben sowie die Intensitat der Tryptophan-Fluoreszenz verandern
(Ghisaidoobe und Chung, 2014; Médller und Denicola, 2002). Solche Vorgange kdnnen
Veranderungen der Proteinkonformation, die Bindung von Untereinheiten und Liganden oder
eine Denaturierung sein (Mdller und Denicola, 2002). Hier wurde die Tryptophan-Fluoreszenz
von aufgereinigtem BaCBM2-Bs2-Strepll (3.1.2.1) bei kontinuierlicher Zugabe von PET-
Nanopartikeln (in Suspension mit dH,O; 2.5.1) gemessen. Zur Auswertung wurde zum einen
die Eigenfluoreszenz der PET-Nanopartikel bei steigender Konzentration bericksichtigt. Zum
anderen wurde die Tryptophan-Fluoreszenz von aufgereinigtem BaCBM2-Bs2-Strepll bei

kontinuierlicher Zugabe von dH»>O dokumentiert, um auch den Verdinnungseffekt durch
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Zugabe der PET-Nanopartikel einzuberechnen. Auf diese Weise lie sich die detektierte
Anderung in der Intensitat der Tryptophan-Fluoreszenz auf Tryptophan-Quenching zuriick-
fihren. Die graphische Analyse der Daten stellt die normalisierte Anderung der Tryptophan-
Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Menge an PET-Nanopartikeln dar (Abb. 3.9). Je mehr
PET-Nanopartikel sich in der Proteinlosung befanden, desto starker anderte sich die
normalisierte Tryptophan-Fluoreszenz, bis es zu einer Sattigung bei = 60 ng PET kam. Dieses
experimentelle Ergebnis deutete an, dass Tryptophan-Reste des BaCBM2-Fusionsproteins
mit PET-Nanopartikeln interagierten. Dartber hinaus konnte mit Hilfe dieser Methode eine

Dissoziationskonstante Ky von 25,44 ug/L ermittelt werden.
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Abb. 3.9: Tryptophan-Quenching von BaCBM2-Bs2-Strepll durch PET-Nanopartikel.

Die gestrichelte Linie gibt den kalkulierten Ky von 25,44 ug/L an. Eine detaillierte Beschreibung der
Durchfuhrung ist in Abschnitt 2.4.11 zu finden.

Die Wechselwirkung zwischen dem BaCBM2-Fusionsprotein und PET konnte uber
Tryptophan-Quenching gemessen werden und deutete an, dass Tryptophan-Reste des
BaCBM2-Fusionsproteins mit PET-Nanopartikeln interagierten. Zudem ermdglichte die
Methode eine Dissoziationskonstante von dem PET-Bindeprotein und dem synthetischen

Polymer zu bestimmen.

3.1.6 Rationale Peptidmodifizierung zur Steigerung der PET-Affinitat

Im Hinblick auf die biotechnologische Anwendung von Polymer-bindenden Peptiden sollte die
PET-Affinitat eines in Abschnitt 3.1.4 identifizierten PET-Bindepeptids synthetisch gesteigert
werden. Hierfir wurde BaCBM2 ausgewahlt und Varianten basierend auf Erkenntnissen aus

Abschnitt 3.1.5 zunachst in silico konstruiert. Anhand der Kontaktkarte (Abb. 6.4) wurde
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ermittelt, welche Aminosauren nahe der aromatischen Triade (W9/W44/W63) von BaCBM2
ebenfalls mit PET interagierten. Solche Aminosauren wurden dann entweder durch
Tryptophane oder polare Aminosauren ersetzt, um zusatzliche 1r-stacking Interaktionen bzw.
Wasserstoffbrickenbindungen zu ermdglichen. In einer weiteren Variante wurde W63 gegen
ein Tyrosin getauscht, da der Austausch W68Y in CBMcena in Fusion mit einer Cutinase zu
einer erhdhten Bindung von PET und hydrolytischen Aktivitat fuhrte (Zhang et al., 2013). Dies
wurde auf neu gebildete Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Tyrosin und PET
zurlckgefihrt (Zhang et al., 2013). Weiter bestatigte dies das Ergebnis der MD-Simulationen
dieser Arbeit (vgl. 3.1.5.1), dass neben den Tr-stacking Interaktionen noch weitere Krafte an
der CBM-PET Wechselwirkung beteiligt sind. Hier wurde untersucht, ob der Effekt des
Austauschs in CBMcena mit der aromatischen Triade W14/ W50/W68 auf BaCBM2 mit der
aromatischen Triade W9/W44/W63 (bertragen werden kann. Insgesamt wurden flnf
Varianten (als Varianteng,: bezeichnet) mit folgenden Aminosaureaustauschen konstruiert:
(1) T24W, (2) V18W_T24W, (3) S11R_D45N, (4) S11R_V18W_T24W_D45N und (5) W63Y.5
Um daruber hinaus den Einfluss der aromatischen Triade auf die PET-Bindung nachzuweisen,

wurden Varianten mit potentiell geringerer PET-Affinitat konstruiert (als Variantenieq

z
v
<
o
3 3
~ S
2 ' !
< uzj % — g —
N 2 4 = <
o o9 > £ 02 e = £ 2
8 > 2 2 ¢ o @ £ g < g a8
P r @ I ® £ = o € T £ 5 3 8 8 ¢ €
kbay = = = - > ® ® @ X kD] = = = =2 2 =2 o ¥
35 35
27 { — < 27 { —— <
20 20
<l
14 14 <
35 35
<
25 25 B
L < 15 <1
10

Abb. 3.10: SDS-Gele (oben) und Western Blots (unten) mit Varianten des BaCBM2-Fusions-
proteins sowie Bs2-Strepll im Rohextrakt.

Aufgetragen wurden jeweils 7 ug (SDS-Gel) bzw. 15 ug (Western Blot) denaturiertes Gesamtprotein. In
der Spur ,Kontrolle® wurde Rohextrakt aus E. coli BL21 (DE3) [pLysS] [pET-22b(+)] aufgetragen. Die
spezifische Detektion der Proteine im Western Blot erfolgte lber den Strep-tag® Il. Die Proben-
bezeichnung steht jeweils fir eine entsprechende Proteinfraktion aus E. coli BL21 (DE3) [pLysS] mit
pET-22b(+) BaCBM2-Bs2-Strepll (WT), mit den angegebenen Austauschen in BaCBM2 oder mit
pET-22b(+) Bs2-Strepll (Bs2-Strepll). Schwarze Pfeile markieren das BaCBM2-Fusionsprotein sowie
dessen Varianten (~ 26 kDa) und weilde Pfeile markieren Bs2-Strepll (16,8 kDa).

6 Die in silico Konstruktion der BaCBM2-Varianten 1—-4 wurde in Kooperation mit dem Institut fir
Komplexe Systeme: Strukturelle Biochemie (Jun.-Prof. Dr. Strodel) am FZ Jilich von Dusan Petrovi¢
durchgefiihrt.
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bezeichnet). Dazu wurden die Tryptophane der aromatischen Triade durch Alanine ersetzt:
(1) WOA, (2) W44A, (3) W63A und (4) WOA_W44A W63A. Alanin ist eine schwach polare
Aminosaure, welche bereits in CBM-Varianten zur Aufklarung der strukturellen Basis fur die
Affinitdt von CBMs zu Polysacchariden eingesetzt wurde (Bharali et al., 2007; Cai et al., 2011;
Strobel et al., 2015).

Zur Generierung der BaCBM2-Varianten wurden gezielt Mutationen in das
Expressionsplasmid pET-22b(+) BaCBM2-Bs2-Strepll (Tab. 2.7) eingefihrt und E. coli BL21
(DE3) [pLysS] mit den Plasmiden transformiert. Alle Gene konnten erfolgreich durch
Kultivierung der Transformanten im Autoinduktionsmedium exprimiert werden und die
rekombinanten Proteine spezifisch mittels Western Blot Analysen im Rohextrakt der
aufgeschlossenen E. coli Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3.10). Dagegen wurde bei der
Negativkontrolle mit Rohextrakt von E. coli BL21 (DE3) [pLysS] [pET-22b(+)] kein Protein
detektiert. Wie SDS-Gele in Abb. 3.11 zeigen, war es aullerdem mdglich, alle Varianten mit
dem etablierten Aufreinigungsprotokoll flr das wildtypische BaCBM2-Fusionsprotein (WT)
(2.4.8) aufzureinigen. Neben den CBM-Fusionsproteinen mit einer kalkulierten molekularen
Masse von ~ 26 kDa, war in jeder Spur noch eine weitere Bande zu erkennen, welche auf das
BCCP (22,5 kDa) aus E. coli zuriickgefihrt werden kénnte (vgl. 3.1.2.1). Des Weiteren wiesen
die Spuren der aufgereinigten Proteinfraktionen von Varianten mit den Austauschen T24W,
V18W_T24W und S11R_V18W_T24W_D45N schwache Banden unterhalb des Volllangen-
proteins auf. Diese liefen auf gleicher Hohe wie die Bande des aufgereinigten Kontrollproteins

Bs2-Strepll und deuteten daher eine Abspaltung von Bs2-Strepll an.
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Abb. 3.11: SDS-Gele mit Varianten des BaCBM2-Fusionsproteins sowie Bs2-Strepll in
aufgereinigten Proteinfraktionen.

Aufgetragen wurden jeweils 2 ug denaturiertes Protein der aufgereinigten Proteinfraktion sowie in der
letzten Spur 2 ug BSA. Die Probenbezeichnung steht jeweils flir eine entsprechende Proteinfraktion aus
E. coliBL21 (DE3) [pLysS] mit pET-22b(+) BaCBM2-Bs2-Strepll (WT), mit den angegebenen
Austauschen in BaCBM2 oder mit pET-22b(+)_Bs2-Strepll (Bs2-Strepll). Schwarze Pfeile markieren
das BaCBM2-Fusionsprotein und dessen Varianten (~ 26 kDa), weilte Pfeile markieren Bs2-Strepll
(16,8 kDa) und graue Pfeile markieren das BCCP aus E. coli (22,5 kDa).
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Als Nachstes wurden die PET-Affinitaten der BaCBM2-Varianten im ,PET Surface Affinity
Assay* (2.4.9) verglichen. Um die Varianteny, die Variantened, den WT (BaCBM2-Bs2-
Strepll) sowie die Kontrolle (Bs2-Strepll) trotz unterschiedlicher Molekulargewichte
untereinander vergleichen zu kdénnen, wurden &aquimolare Mengen in vier technischen
Replikaten auf PET-Folien aufgetragen. Fir die Berechnung wurde das Molekulargewicht des
Volllangenproteins verwendet und vernachlassigt, dass sich noch weitere Proteine in der
aufgereinigten Fraktion befanden. Jedes Experiment wurde als Duplikat durchgefiihrt und
fuhrte zu Ergebnissen mit gleicher Tendenz. In Abb. 3.12 sind jeweils normierte Mittelwerte
der densitometrisch ausgewerteten Output-Signale eines Versuchs dargestellt und in Relation
zum WT gesetzt, dessen Output-Signale in vorangegangenen Untersuchungen eine
Standardabweichung von + 7,5 % bei Vergleich dreier aufgereinigter Proteinfraktionen zeigte
(vgl. 3.1.3). Demnach unterschieden sich zwei der Variantens,: neben der Negativkontrolle
deutlich vom WT, da sie in der Output-Signalstarke um mehr als 7,5 % vom WT abwichen.
Interessanterweise war eine dieser Varianten BaCBM2_S11R_D45N-Bs2-Strepll und deutete
eine gesteigerte PET-Affinitdt an. Hingegen wies keine der Tryptophan- bzw. Tyrosin-
Austausch-Varianten ein starkeres Output-Signal auf. Das Oufput-Signal der Variante
BaCBM2_V18W_T24W-Bs2-Strepll war sogar um mehr als 7,5 % schwacher als das vom WT.
Wie erwartet, war auch die Output-Signalstarke aller Varianten,.q deutlich geringer als die vom
WT, wobei sich die Werte der Varianten mit Einzelaustauschen ahnelten und der Wert der

Kombinationsvariante einen synergistischen Effekt aufzeigte. Hieraus konnte geschlussfolgert
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Abb. 3.12: Vergleich der PET-Affinitat von Varianten des BaCBM2-Fusionsproteins.

Im ,PET Surface Affinity Assay* wurden jeweils 0,1 pmol der aufgereinigten Proteinfraktionen des
BaCBM2-Fusionsproteins (WT), von dessen Varianten und von Bs2-Strepll (Kontrolle) in Vierfach-
bestimmung eingesetzt. Die Output-Signale wurden densitometrisch quantifiziert, auf die Signalstarke
des WT normiert und graphisch dargestellt. Die angegebene Probenbezeichnung der Varianten steht
jeweils fur die Aminosaureaustausche in BaCBM2. Die gestrichelte Linie markiert die Signalstarke vom
WT.
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werden, dass die PET-Affinitdt der Varianten..s gegeniber dem WT verringert war. Dieses
Ergebnis stimmte mit den Erkenntnissen aus Abschnitt 3.1.5 Uberein und bestatigte, dass die
nativen, exponierten Tryptophane des BaCBM2 an der PET-Bindung beteiligt sind. Anhand
der Daten aus dem ,PET Surface Affinity Assay* konnten also erste Tendenzen in der PET-
Affinitdt von BaCBM2-Varianten ermittelt werden.

Um die Ergebnisse durch eine andere Messmethode zu bestatigen, wurde die MicroScale
Thermophorese (2.4.12) angewendet, bei der Protein-Ligand Interaktionen Uber das
thermophoretische Verhalten eines Fluoreszenz-markierten Interaktionspartners gemessen
werden koénnen. In diesem Fall wurde dazu das Flavin-basierte Fluoreszenzprotein Bs2
verwendet, welches bereits fusioniert an alle BaCBM2-Varianten vorlag und nun erstmals in
MicroScale Thermophorese-Experimenten eingesetzt wurde. Fir die Etablierung des
Messsystems wurde die WT-Sequenz von BaCBM2 verwendet. Zunachst wurde festgestellt,
dass das Fluoreszenzspektrum von Bs2 (Drepper et al., 2007) nicht optimal zu dem Filterset
des Messgerats passt. Zudem kann das Fluoreszenzspektrum nicht durch eine Veranderung
des pH-Werts oder der lonenstarke verschoben werden (personliche Mitteilung, Thomas
Drepper, Institut fir Molekulare Enzymtechnologie am FZ Jilich). Um trotzdem bei
Proteinkonzentration von 50 nM bis 200 nM eine ausreichende Fluoreszenzintensitat fur die
Messung zu erreichen, war eine hohe LED-Starke (50-70 %) nétig. Diese fuhrte allerdings zu
einem sehr starken Photobleaching infolgedessen keine Auswertung méglich war. Die
Verwendung eines neueren Geratemodells mit sensitiverem Detektor und leicht verandertem
Filterspektrum konnte das Photobleaching etwas verringern, jedoch das System nicht
grundlegend stabilisieren. Der Einsatz eines ,Monolith Anti Photobleach Kit's* verstarkte das
Photobleaching. In einem weiteren Ansatz wurde die LED-Starke reduziert (15-20 %) und
gleichzeitig mehr Protein (0,4—1 uM) eingesetzt, um auf diese Weise das Photobleaching zu
reduzieren. Dies ist unproblematisch, solange die Proteinkonzentration unter dem Ky-Wert
bleibt. Hier war die Proteinkonzentration aber vermutlich héher, da die Ligandenkonzentration,
in diesem Fall die der PET-Nanopartikel, mit < 1 mg/mL offenbar nicht mehr gesattigt war. Dies
ist fur die Messung einer spezifischen Bindung unabdingbar. Bei Erh6hung der Konzentration
auf bis zu 4 mg/mL prazipitierten die PET-Nanopartikel und ihre Eigenfluoreszenz war so hoch,
dass sie die vom Bs2 Uberdeckte. Aufgrund der beschriebenen Problematik wurde das Bs2
der CBM-Fusionsproteine durch das breit angewendete eGFP (Tsien, 1998) ersetzt (2.1.4.2),
dessen Fluoreszenzspektrum besser zu dem Filter passt. Trotz der Verwendung
verschiedener E. coli Stdamme (E. coliBL21 (DE3) [pLysS], E. coli Rosetta™ 2 (DE3)
[PRARE2]), Medien (LB, TB) und Induktionsparametern (Autoinduktion, IPTG) konnte kaum
rekombinantes Zielprotein synthetisiert werden. Die Uber den Strep-tag® Il aufgereinigte
Proteinfraktion enthielt abgebautes Zielprotein und fluoreszierte nicht bei Anregung mit blauem

Licht, sodass dieser Fluoreszenzmarker nicht flr die Messung der PET-Affinitat von BaCBM2
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verwendet werden konnte. Wie sich herausstellte, erfordert diese Methode zur Bestimmung
von PET-Affinitaten verschiedener BaCBM2-Varianten viele Schritte bis zur erfolgreichen
Etablierung eines stabilen Systems mit reproduzierbaren Ergebnissen. Im Rahmen dieser
Arbeit war es zwar nicht moglich die Messmethode vollstandig zu etablieren, die Erkenntnisse
kénnen aber zur Entwicklung eines stabilen Messsystems beitragen.

Neben der MicroScale Thermophorese wurde ebenfalls Uber das Tryptophan-Quenching
versucht die PET-Affinitat verschiedener Varianten zu quantifizieren, da durch die Methode
bereits eine Dissoziationskonstante fur den WT ermittelt werden konnte (vgl. 3.1.5.2). Bei
Messung der Varianten wurden jedoch Kurvenverlaufe ermittelt, die keine Bestimmung von

Dissoziationskonstanten zulieRen und somit im Vergleich zum WT nicht interpretierbar waren.

Auf rationaler Basis wurden BaCBM2-Varianten generiert, welche sowohl eine erhdhte als
auch eine verringerte PET-Affinitat gegenliber dem WT aufwiesen. Zur Evaluierung der PET-
Affinitaten wurden mehrere Methoden getestet. Durch den ,PET Surface Affinity Assay"
konnten die PET-Affinitditen semi-quantitativ bestimmt werden, wobei eine Variante
(BaCBM2_S11R_D45N) eine erhdhte PET-Affinitat und alle Varianten.q eine geringere PET-
Affinitat als der WT zeigten. Darlber hinaus wurden initiale Schritte zur Etablierung der
MicroScale Thermophorese als Quantifizierungsmethode flur CBM-PET Interaktionen
durchgeflhrt. Ein stabiles Messsystem konnte hier jedoch noch nicht entwickelt werden. Auch
durch das Tryptophan-Quenching konnte die PET-Affinitat der Varianten nicht quantifiziert

werden.

3.1.7 Anwendung des PET-bindenden Peptids BaCBM2

3.1.7.1 Funktionalisierung von PET mit TEMs

Ein mdgliches Anwendungsfeld von PET-bindenden Peptiden stellt die Veredelung von
Textilfasern mit funktionalen Bausteinen wie TEMs dar (vgl. 1.1.2, ,FuPol“-Projekt). Zur
Entwicklung eines Verfahrens fir diese Funktionalisierung wurde hier erstmals das PET-
bindende BaCBM2 (vgl. 3.1.4) als Verbindungsstick zwischen dem synthetischen Polymer
und den expansiven Kapseln angewendet. Um die TEMs mit dem Peptid zu verknipfen, wurde
durch ,FuPol“-Projektpartner (Fraunhofer Institut fir Angewandte Polymerforschung IAP in
Potsdam, Prof. Dr. Boker, Benjamin Stomps) eine Synthesereaktion entwickelt, in der die
TEMSs Uber eine nukleophile Substitution, ahnlich zur Pinner-Reaktion, an das Peptid geknlpft
werden koénnen. Diese Konjugatsynthese kann unter Abspaltung von NH4* zwischen
Nitrilgruppen auf der Oberflache von TEMs und Schwefelatomen von Cystein-Resten der
Peptide stattfinden (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Schematische Darstellung der Funktionalisierung von PET mit TEMs und Reaktion
der Konjugatsynthese.

Durch Integration eines Cysteins in das Cystein-freie Protein BaCBM2-Bs2-Strepll (hier an
den N-Terminus) war es moglich, den Ort der Verknuipfung gezielt zu bestimmen. Daher wurde
zunachst E. coli BL21 (DE3) [pLysS] mit dem modifizierten Plasmid pET-22b(+)_cBaCBM2-
Bs2-Strepll (Tab. 2.7) transformiert. Fur die Expression wurden die Zellen im Autoinduktions-
medium kultiviert und das Zielprotein aus dem Rohextrakt aufgeschlossener E. coli Zellen
aufgereinigt. Da die Konjugatsynthese einen sauren pH-Wert erfordert, wurde geprift, ob eine
Inkubation von cBaCBM2-Bs2-Strepll bei pH 3 die PET-Affinitat verringert oder das Protein
degradiert. Dazu wurde das aufgereinigte Protein fir mehrere Stunden bei pH 3 gelagert und
Proben zu verschiedenen Zeitpunkten enthommen. Danach wurde der pH-Wert in diesen
Proben wieder auf pH 7 eingestellt. Der Kontrollansatz enthielt ebenfalls das aufgereinigte
Protein, wurde jedoch bei pH 7, statt bei pH 3 behandelt. Anschliel’iend wurden die Proben
mittels SDS-PAGE (2.4.3) und ,PET Surface Affinity Assay* (2.4.9) untersucht. Das SDS-Gel
zeigte, dass das Protein durch Lagerung bei pH 3 nicht degradiert wurde, da keine der
untersuchten Proben Abbaubanden unterhalb der Zielproteinbande (26 kDa) aufwiesen (Abb.
3.14 A). Auch war im ,PET Surface Affinity Assay* keine Veranderung der PET-Affinitat des
Proteins nach Behandlung bei pH 3 ersichtlich (Abb. 3.14 A).

Als Nachstes wurden die TEMs mit Hilfe der auf der Pinner-Reaktion basierenden
Verknlpfungsreaktion kovalent an das aufgereinigte cBaCBM2-Bs2-Strepll gebunden
(2.4.13).” Um den Erfolg der Synthese zu Uberpriifen, wurde ein Proof-of-Principle der PET-
Funktionalisierung mit TEMs durchgefihrt. Das Konjugat (TEM-cBaCBM2-Bs2-Strepll) sowie

7 Die VerknUpfungsreaktion wurde in Kooperation mit dem Fraunhofer Institut fiir Angewandte
Polymerforschung IAP (Prof. Dr. Boker) in Potsdam von Benjamin Stomps durchgefihrt (,FuPol“-
Projektpartner).
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Abb. 3.14: Funktionalisierung von PET mit TEMs.

(A) Untersuchung von cBaCBM2-Bs2-Strepll nach Inkubation in saurem pH. Das aufgereinigte Protein
cBaCBM2-Bs2-Strepll wurde bei RT jeweils flir 3 h bei pH 3 bzw. bei pH 7 (Kontrolle) inkubiert.
Stindlich wurde eine Probe entnommen und der pH-Wert wieder auf pH 7 eingestellt. Als weitere
Kontrolle wurde unbehandeltes cBaCBM2-Bs2-Strepll, als ,(-)“ bezeichnet analysiert. Im SDS-Gel
(oben) wurden jeweils 3 ug Protein der Proben aufgetragen. Der schwarze Pfeil markiert cBaCBM2-
Bs2-Strepll (26 kDa) und der weile Pfeil BCCP aus E. coli (22,5 kDa). Im ,PET Surface Affinity Assay*
(unten) wurde jeweils 1 pmol (in 2,5 pL) Protein bzw. 2,5 yL des jeweiligen Puffers zur Kontrolle
eingesetzt. Dargestellt ist die Membran mit den Output-Signalen. (B) Mikroskopieaufnahmen von
funktionalisiertem PET mit TEMs.® TEM-cBaCBM2-Strepll (Konjugat) bzw. TEMs ohne Protein
(Kontrolle) wurden auf eine gereinigte PET-Folie aufgetragen und die PET-Folie nach 20 min Inkubation
mit dH20 gesplilt. Bei der Mikroskopie wurden die PET-Folien jeweils mit Durchlicht (Hellfeld) bzw. mit
einem DAPI-Filter (Fluoreszenz) betrachtet. Zu sehen ist jeweils ein reprasentativer Ausschnitt der PET-
Folien. (C) Untersuchung der PET-Affinitdt des Konjugats. Im ,PET Surface Affinity Assay”* wurden

8 Die Mikroskopieaufnahmen wurden in Kooperation mit dem Fraunhofer Institut fir Angewandte
Polymerforschung IAP (Prof. Dr. Boker) in Potsdam von Benjamin Stomps erstellt (,FuPol“-
Projektpartner).
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jeweils 0,1 pmol, 0,5 pmol und 1 pmol Protein des Konjugats TEM-cBaCBM2-Strepll sowie
verschiedener Kontrollen eingesetzt. Da die Kontrolle ,TEM® kein Protein enthielt, wurden die gleichen
Verdinnungen wie beim Konjugat aufgetragen. Dargestellt sind Ausschnitte der Output-Signale einer
Membran.

die Negativkontrolle (TEM ohne Protein) wurden auf gereinigte PET-Folien aufgetragen. Nach
einer definierten Inkubationszeit wurden die PET-Folien gespult und mikroskopiert (Abb.
3.14 B). Auf beiden PET-Folien wurden TEMs beobachtet, wobei deren PartikelgrofRe mit den
Herstellerangaben zu nicht-expandierten TEMs von 10 um bis 16 pm Ubereinstimmte. Bei
Vergleich der Aufnahmen war zu erkennen, dass sich bei dem Konjugat wesentlich mehr TEMs
auf der PET-Oberflache befanden als bei der Kontrolle. Zudem waren die TEMs des Konjugats
im Gegensatz zu denen der Kontrolle nicht gleichmafig auf der PET-Oberflache verteilt,
sondern traten agglomeriert auf. Die TEMs des Konjugats wiesen demnach ein verandertes
Verhalten gegentber den TEMs der Kontrolle auf und lieRen den Schluss auf eine erfolgreiche
Synthese zu. Uber die Fluoreszenz des Fluoreszenzmarkers Bs2 war es nicht mdglich,
Protein-gebundene TEMs von ungebundenen TEMs zu unterscheiden, da die TEMs ebenfalls
fluoreszierten. Trotzdem lieferten die Mikroskopiebilder den erfolgreichen Machbarkeitsbeweis
der Funktionalisierung von PET mit TEMs unter Verwendung des PET-bindenden Peptids
BaCBM2.

Zusatzlich wurde mittels des ,PET Surface Affinity Assays* nachgewiesen, dass das an TEM-
gebundene cBaCBM2-Bs2-Strepll weiterhin an PET binden konnte (Abb. 3.14 C). Es fiel
jedoch auf, dass bei dem Konjugat (TEM-cBaCBM2-Bs2-Strepll) ein schwacheres Output-
Signal als bei der Kontrolle (cBaCBM2-Bs2-Strepll ohne TEM), bei gleicher applizierter
Proteinmenge detektiert wurde. Ob die TEMs selbst keine Affinitat zu PET aufwiesen, konnte
aus diesem Versuch nicht geschlussfolgert werden, da die TEMs keinen Strep-tag® Il zur

Detektion trugen.

In dieser ersten Machbarkeitsstudie konnte BaCBM2 erfolgreich zur Funktionalisierung von
PET mit TEMs angewendet werden. Das Fusionsprotein cBaCBM2-Bs2-Strepll konnte Gber
eine nukleophile Substitutionsreaktion an TEMs gebunden werden. Die Bedingungen der
chemischen Reaktion hatten keinen Einfluss auf die PET-Affinitat und fuhrten nicht zum Abbau
des Proteins. An TEM-gebundenes cBaCBM2-Bs2-Strepll wies weiterhin eine PET-Affinitat

auf, sodass TEMs Uber die PET-Bindung des Proteins auf PET fixiert werden konnten.

3.1.7.2 Detektion von PET-Nanopartikeln in wassrigen Systemen

Neben der Funktionalisierung von PET wurde das PET-bindende Peptid BaCBM2 (vgl. 3.1.4)
bei der Entwicklung eines analytischen Nachweisverfahrens von Nanoplastik in wassrigen
Systemen angewendet. Um das Nanoplastik im Labor nachzustellen, wurden chemisch

hergestellte PET-Nanopartikel (Durchmesser ~ 100 nm) (2.5.1) verwendet. Grundidee der zu
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entwickelnden Methode war, dass eine wassrige Testlésung unter Zugabe von BaCBM2 durch
eine Filtermembran gedrickt wird. Befinden sich PET-Nanopartikel in der Lésung, werden
diese von BaCBM2 gebunden. An PET-gebundenes BaCBM2 wird aufgrund der Groflke der
PET-Nanopartikel auf der Filtermembran zuriickgehalten und kann spezifisch nachgewiesen
werden. Enthalt die Testldsung keine PET-Nanopartikel, wird das BaCBM2 hingegen durch
die Filtermembran gedriickt und kann somit auch nicht auf der Filtermembran detektiert
werden.

Fir die Umsetzung dieses Biosensors wurde das BaCBM2 mit der Alkalischen Phosphatase
PhoA aus E. coli fusioniert, sodass Uber die Enzymaktivitat des Fusionsproteins selbst der
spezifische Nachweis erfolgen konnte. Da die Proteinstruktur der Alkalischen Phosphatase
Disulfidbriicken enthalt, wurde PhoA fiir eine periplasmatische Lokalisation mit einem
Signalpeptid an den N-Terminus von BaCBM2 fusioniert. In einem weiteren Ansatz wurde
PhoA an den C-Terminus von BaCBM2 zur cytoplasmatischen Synthese fusioniert. Nach
Transformation von E. coli BL21 (DE3) [pLysS] mit den Plasmiden pET-22b(+)_ spAlgL-phoA-
BaCBM2-Strepll, pET-22b(+)  BaCBM2-phoA-Strepll und pET-22b(+)_spAlgL-phoA-Strepll
(Kontrolle) (2.1.4.2), wurden die Gene der Fusionsproteine exprimiert und die Proteine Gber
den Strep-tag® Il aus den entsprechenden E. coli Rohextrakten aufgereinigt.

Um die Fusionsproteine im Biosensor einsetzen zu konnen, wurden zunachst die
Enzymaktivitdt (2.4.15) und die PET-Affinitat (4.4.9) Uberpriaft (Abb. 3.15). Beide

Fusionsproteine wiesen eine Phosphatase-Aktivitat auf, wobei die spezifische Enzymaktivitat
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Abb. 3.15: Untersuchung von PhoA-Fusionsproteinen und PhoA aus aufgereinigten
Proteinfraktionen.

(A) Enzymaktivitdt. Die katalytische Enzymaktivitdt der Alkalischen Phosphatase wurde durch die
Umsetzung von para-Nitrophenylphosphat zu para-Nitrophenol und anorganischem Phosphat
spektralphotometrisch ermittelt. Die spezifische Enzymaktivitat ist graphisch dargestellt. (B) PET-
Affinitét. Im ,PET Surface Affinity Assay* wurden jeweils 0,1 pmol, 0,6 pmol und 1 pmol Protein aus
aufgereinigten Proteinfraktionen eingesetzt. Dargestellt sind Ausschnitte der Output-Signale einer
Membran.
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gegenuber PhoA-Strepll verringert war und PhoA-BaCBM2-Strepll eine hdhere Aktivitat als
BaCBM2-PhoA-Strepll aufwies. Unter Verwendung des ,PET Surface Affinity Assays" konnte
zudem beiden Fusionsproteinen eine Affinitdt zu PET nachgewiesen werden. Auch PhoA-
Strepll zeigte eine PET-Affinitdt, die jedoch deutlich schwacher war, als die der
Fusionsproteine.

Ein weiterer Bestandteil des Biosensors war das Filtersystem. Nach Austestung verschiedener
Membranmaterialien und -halterungen erwies sich die Kombination aus einer PVDF-Membran
und einem Spritzenvorsatzfilter-Halter als geeignet, welcher es ermoglichte, die Membran zur
Detektion der Alkalischen Phosphatase-Aktivitat aus dem Filterhalter zu entnehmen.

Die Abb. 3.16 A zeigt das erfolgreiche Proof-of-Principle des Biosensors, bei dem die
aufgereinigten Proteine sowie das beschriebene Filtersystem zur Detektion von PET-
Nanopartikeln in einer Testlésung verwendet wurden. Fir das Experiment wurden mehrere
Proben a 1 mL angesetzt, in denen 10 ug der aufgereinigten Proteine mit jeweils 0 ug bzw.
25 ug PET-Nanopartikeln nach dem in Abschnitt 2.4.14 beschriebenen Protokoll behandelt
wurden. Wie erwartet wurde keine Membranfarbung bei Proben ohne PET-Nanopartikel oder
mit PhoA-Strepll beobachtet. Hingegen konnte bei Proben mit PET-Nanopartikeln und PhoA
in Fusion mit BaCBM2 eine Membranfarbung beobachtet werden. Dies bestatigte das Konzept
des analytischen Verfahrens. Der Einsatz von PhoA-BaCBM2-Strepll im Biosensor fuhrte zu
einer deutlichen Membranfarbung, sodass sich das Konstrukt in diesem Verfahren zur
Detektion von PET-Nanopartikeln eignete. Unter Verwendung des Fusionsproteins
BaCBM2-PhoA-Strepll war die Membranfarbung kaum sichtbar. Dies kénnte auf die geringe
spezifische Aktivitat der Alkalischen Phosphatase zurlickzufiihren sein. Auch schien die PET-
Affinitat von PhoA-Strepll zu gering zu sein, als dass PET damit im Biosensor nachgewiesen
werden konnte.

Weiterhin wurde gepriift, ob die Starke der Membranfarbung abhangig von der PET-Menge in
der Testlosung ist. Eine Voraussetzung fur den Vergleich verschiedener Proben ist zunachst,
dass die Phosphatase-Aktivitat gestoppt werden kann, sodass sich die Membranfarbung ab
einem definierten Zeitpunkt nicht mehr verandert. Daher wurde untersucht, ob es ausreicht,
die Membranfarbung durch Spilen mit H.O zu stoppen, oder ob die Alkalische Phosphatase
inhibiert werden muss. Als Inhibitor eignet sich beispielsweise eine 20 mM Phosphorsaure-
Lésung, durch welche die Phosphatase-Aktivitat in spektralphotometrischen Untersuchungen
inhibiert werden konnte (Abb. 3.16 B). Zur Messung der Membranfarbung wurden zwei
Versuchsansatze a 1 mL mit je 10 ug PhoA-BaCBM2-Strepll und 25 ug PET-Nanopartikeln in
Dreifachbestimmung nach dem entwickelten Protokoll behandelt, wobei die Membranen
entweder mit H,O oder mit 20 mM Phosphorsaure gespilt wurden. Anschlielend wurde die
Intensitat der Membranfarbung zu verschiedenen Zeitpunkten quantifiziert. Wie in Abb. 3.16 C

graphisch dargestellt ist, stieg die Membranfarbung nach Spuilen mit H,O stetig an, wahrend
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Abb. 3.16: Entwicklung eines Verfahrens zur Detektion von PET in wassrigen Systemen.

(A) Proof-of-Principle des Biosensors. 10 ug der aufgereinigten Proteinfraktionen der PhoA-
Fusionsproteine sowie von PhoA wurden im Biosensor mit 0 ug bzw. 25 ug PET-Nanopartikeln
eingesetzt. Dargestellt ist jeweils die Membran nach Reaktion der Alkalischen Phosphatase.
(B) Inhibierung der Alkalischen Phosphatase-Aktivitat. Die katalytische Enzymaktivitat der Alkalischen
Phosphatase von PhoA-BaCBM2-Strepll wurde durch die Umsetzung von para-Nitrophenylphosphat zu
para-Nitrophenol und anorganischem Phosphat spektralphotometrisch ermittelt. Zur Inhibierung wurden
dem Ansatz 10 mM bzw. 20 mM HsPOas beigefligt. Die spezifischen Aktivitadten wurden auf die nicht-
inhibierte Probe normiert und sind graphisch dargestellt. (C) Inhibierung der Phosphatase-Aktivitat im
Biosensor. 10 ug der aufgereinigten Proteinfraktion von PhoA-BaCBM2-Strepll wurden in Dreifach-
bestimmung im Biosensor mit 25 ug PET-Nanopartikeln eingesetzt und die Membranen nach Reaktion
der Alkalischen Phosphatase mit H2O oder 20 mM HsPO4 gewaschen. Die Intensitat der Membran-
farbung wurde jeweils nach 2 min, 1 h und 17 h quantifiziert und ist graphisch dargestellt. (D) Messung
eines PET-Nanopartikel Gradienten im Biosensor. Im Biosensor wurden 10 ug der aufgereinigten
Proteinfraktion von PhoA-BaCBM2-Strepll mit verschiedenen Mengen an PET-Nanopartikeln appliziert
und die Membranen mit 20 mM H3POs4 nach Reaktion der Alkalischen Phosphatase gewaschen
(Messungen wurden in Dreifachbestimmung durchgefihrt; bei 100 uyg PET-Nanopartikeln ist eine
Doppelbestimmung gezeigt). Die Intensitdt der Membranfarbung wurde jeweils quantifiziert und ist
graphisch dargestellt. Die gestrichelte Linie zeigt den Mittelwert zweier unabhangig durchgefiihrter
Versuche an.

die Membranfarbung nach Spulen mit 20 mM Phosphorsaure konstant blieb. Fuir den Vergleich
der Membranfarbung verschiedener Proben war es folglich nétig, die Phosphatase-Aktivitat zu
inhibieren. SchlieRlich wurde untersucht, ob die Intensitdt der Membranfarbung mit der
eingesetzten PET-Menge korreliert. Dazu wurden mehrere Proben a 1 mL mit je 10 pg

PhoA-BaCBM2-Strepll und verschiedenen PET-Mengen versetzt und in dem Biosensor

eingesetzt. Der Versuch wurde zweimal unabhangig, jeweils mit Proben in technischen
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Triplikaten durchgefiihrt. In Abb. 3.16 D ist die quantitative Auswertung der Membranfarbung
zu sehen und zeigt eine dhnliche Tendenz der beiden Versuche. Eine Membranfarbung konnte
deutlich ab einer PET-Menge von 20 pug dokumentiert werden. Zudem stieg die
Membranfarbung mit geringen Schwankungen linear zur PET-Menge zwischen 20 yg und
120 ug PET an. Demnach war die Intensitdt der Membranfarbung in einem bestimmten
Messbereich direkt proportional zur PET-Menge. Die Methode bietet daher das Potential,
unterschiedlich starke Verunreinigen an Nanoplastik bereits im Mikrogramm-Bereich zu

detektieren.

Das PET-Bindepeptid BaCBM2 konnte erfolgreich zur Detektion von PET-Nanopartikeln in
wassrigen Testlosungen angewendet werden. In der entwickelten Methode wird das
Fusionsprotein PhoA-BaCBM2-Strepll verwendet, das sowohl eine Alkalische Phosphatase-
Aktivitat als auch eine PET-Affinitat aufweist. Auf dem jetzigen Entwicklungsstand der Methode
sind PET-Nanopartikel unter standardisierten Laborbedingungen ab einem Schwellenwert von
20 pg messbar. In Abschnitt 2.4.14 ist das entwickelte Protokoll fir dieses Detektionsverfahren

beschrieben.

3.2 Studien zu LCI als Bindepeptid an PP

Im Rahmen des ,FuPol“-Projekts sollen Polymer-bindende Peptide zur Funktionalisierung von
synthetischen Polymeren eingesetzt werden und so unter anderem ein neuartiges Verfahren
zur Farbung von PP-Fasern erméglichen. Durch ,FuPol“-Projektpartner (DWI — Leibniz-Institut
fur Interaktive Materialien e.V. RWTH Aachen, Prof. Dr. Schwaneberg) konnte bereits das
AMP LCI als PP-bindendes Peptid identifiziert und dessen Potential zur Funktionalisierung von
PP demonstriert werden (Ribsam et al., 2017). Als Herausforderung bei der Entwicklung solch
eines biobasierten Farbeprozesses galt die Etablierung eines groftechnischen
Produktionsverfahrens flir das Peptid unter Verwendung eines mikrobiellen
Expressionssystems, da das LCI antimikrobielle Eigenschaften aufweist (vgl. 1.2.2). In diesem
Teil der Arbeit sollte daher ein geeignetes Herstellungsverfahren fir das LCI etabliert sowie
die Anwendbarkeit des produzierten LCIs als Ankerpeptid zur Funktionalisierung von PP

Uberprift werden.

3.2.1 Identifizierung eines geeigneten Produktionssystems

Um ein geeignetes Produktionssystem flr das antimikrobielle Peptid LCI zu identifizieren,
wurde eine Vielzahl pro- und eukaryotischer Expressionsplattformen angewendet (Tab. 3.4).
Zur Detektion und Aufreinigung wurde die Peptidsequenz mit dem Strep-tag® Il fusioniert.
Zusatzlich wurde ein Cystein an den N-Terminus von LCI gehangen, welches fir dessen

Anwendung als Ankerpeptid zur Funktionalisierung von PP erforderlich ist (vgl. 3.2.3).
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Tab. 3.4: Ubersicht der verwendeten Expressionssysteme

Ergebnisse

Details
System

Plasmid
Stamm

Charakteristika

Ergebnis

Prokaryotisch

E. coli

Protein pET-22b(+)_N_LCI, Separate Synthese des N- Keine Detektion der
Trans- pET-22b(+)_LCI_C und C-Terminus von LCI, einzelnen Termini in der
Spleilken E. coli BL21 (DE3) [pLysS] in vitro Assemblierung der I6slichen und unldslichen
LCI-Termini durch Aktivitat Fraktion sowie der
des Inteins assemblierten Termini
(Western Blot)
MBP pET-22b(+)_MBP-3LCI- Expression eines trimeren Detektion des
Strepll Ici-Konkatemers, um die Fusionsproteins in der
E. coli BL21 (DE3) [pLysS] Proteinmenge zu erhéhen, I6slichen und unldslichen
Fusion mit dem MBP, um die | Fraktion im Western Blot,
L&slichkeit zu erhéhen und keine Uberexpressionsbande
um toxische Effekte von LCI | im SDS-Gel detektiert
zu umgehen
Aktive pET-22b(+)_Strepll-LCI-I- Bildung aktiver Detektion des Protein-
Protein- ELK16 Proteinaggregate, um aggregats in der unldslichen
aggregate E. coli BL21 (DE3) [pLysS] toxische Effekte von LCI zu Fraktion, jedoch keine
umgehen, Fusion von LCI Detektion von
mit dem selbst- abgespaltenem LCI in der
assemblierenden Peptid I6slichen Fraktion (Western
ELK16, welches durch ein Blot)
Intein auto-katalytisch
abgespalten werden kann
Operon pET-22b(+)_3LCI_Operon Expression von drei [ci- Keine Detektion von LCI
E. coli BL21 (DE3) [pLysS] Sequenzen in einer (Western Blot)
Operonstruktur zur Erhéhung
der Proteinmenge
B. subtilis pEVO+_spAprE-ppBPN*- Expression eines trimeren Nur ein Konstrukt fiihrte zur
3LCI-Strepll (finales Ici-Konkatemers, um die Detektion des Zielproteins im
Konstrukt) Proteinmenge zu erhéhen, Kulturiiberstand und im
B. subtilis TEB1030 Verwendung verschiedener Cytoplasma (Western Blot),
Propeptide als Ausbeute im Schttelkolben:
Faltungshelfer, Sekretion 8,8 pg/L Fusionsprotein nach
des Fusionsproteins in den Aufreinigung, Spaltung des
Kulturiberstand durch Fusionsproteins durch TEV-
Einsatz verschiedener Protease nicht erfolgreich
Signalpeptide
Eukaryotisch
T. reesei pTRcel7A_fix_LCI-Strepll Eukaryotischer Organismus Keine Detektion von LCI
T. reesei QM6a-LClI- (filamentdser Pilz), Sekretion | (Western Blot)
Strepl|oA, von LCl in den
pTRcel7A_fix_LCI Kulturiiberstand
T. reesei QM6a-LCle7A
P. pastoris pPICZaA_cLCI-Strepll Eukaryotischer Organismus Detektion von LCI im SDS-

P. pastoris X-33-LCIA0X1,
pGAPZaA_cLClI-Strepll
P. pastoris X-33-LCIGAP

(Hefe), Sekretion von LCl in
den Kulturiiberstand

Gel, Ausbeuten im
Schuttelkolben:

P. pastoris X-33-LCIAOX":
32 mg/L

P. pastoris X-33-LCI®4P:
19 mg/L

Die Auswahl der Expressionssysteme erfolgte sowohl nach Charakteristika, welche die

Toxizitdt des antimikrobiellen Peptids umgehen koénnten als auch nach dem Potential
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madglichst hohe Ausbeuten zu erzielen. Wie der Tab. 3.4 zu entnehmen ist, wurde das LCI bei
der Mehrzahl der untersuchten Expressionssysteme nicht oder nur in geringen Mengen
(Detektion im Western Blot) nachgewiesen. Hervorzuheben ist die eukaryotische
Expressionsplattform P. pastoris, die zu Uberragend hohen Zielproteinausbeuten im
Kulturiberstand flhrte. Zur Expression und Sekretion von LCIl in P. pastoris wurde das
kommerzielle pGAPZa-/ pPICZa-Vektorsystem verwendet, welches die Sekretion von
Proteinen durch Fusion mit dem Signalpeptid des a-Faktors aus S. cerevisiae ermdglicht.
Daflr wurde das Plasmid pPICZaA_cLCI-Strepll in den AOX1-Lokus von P. pastoris zur
Methanol-induzierbaren Expression sowie das Plasmid pGAPZaA_cLCI-Strepll in den GAP-
Lokus zur konstitutiven Expression integriert (2.3.3.2). Die erfolgreiche genomische Integration
wurde stichprobenartig mittels Kolonie-PCR (2.2.3) verifiziert. Um Klone mit multipler
Plasmidinsertion zu identifizieren, wurden jeweils 30 Klone der generierten Stamme P. pastoris
X-33-LCI*%%" und P. pastoris X-33-LCI®*F sowie der jeweilige Kontrollstamm P. pastoris
X-33-ctrl"%" bzw. P. pastoris X-33-ctrl®"in Doppelbestimmung in Deepwell-Mikrotiterplatten
kultiviert. Mittels Dot Blot (2.4.4.2) wurde anschlieRend das rekombinante LCI spezifisch und
quantitativim Kulturtiberstand nachgewiesen (Abb. 3.17 A, B). Dabei zeigte sich, dass das /ci-
Gen sowohl unter dem AOX1- als auch unter dem GAP-Promotor exprimiert wurde. Weiter
konnte davon ausgegangen werden, dass das LCl in das umgebende Medium sekretiert
wurde. Zudem variierte die Signalstarke der detektieren Proteine und deutete unterschiedliche
LCI-Mengen im Kulturiibertand an. Bei allen untersuchten P. pastoris X-33-LCI*°*" Klonen
wurde LCI im Kulturiberstand detektiert, wobei die Klone 5, 20, 25 und 27 nach
densitometrischer Auswertung am meisten LCI aufwiesen. Im Gegensatz dazu wurde nur bei
finf Klonen der untersuchten P. pastoris X-33-LCI®*" Klone LCI im Kulturiiberstand
nachgewiesen. Zur weiteren Analyse wurden ausgewahlte Klone auf Basis der Dot Blot
Ergebnisse im Schittelkolben in Doppelbestimmung kultiviert. Die SDS-PAGE Analysen der
Kulturiberstande zeigten in fast allen Spuren eine deutliche Zielproteinbande bei ca. 10 kDa,
welche dem rekombinanten LCI mit einer kalkulierten molekularen Masse von 6,88 kDa
entsprachen (Abb. 3.17 C, D). Dies konnte durch Western Blot Analysen nachgewiesen
werden (Abb. 3.17 E). Um die LCI-Menge in den Kulturiiberstanden quantitativ zu bestimmen,
wurden die LCI-Banden in den SDS-Gelspuren densitometrisch ausgewertet. Fir die
Berechnung der LCI-Ausbeuten wurde jeweils der Mittelwert aus der Doppelbestimmung eines
Klons gebildet und mit dem BSA-Standard verglichen. Beim Stamm P. pastoris X-33-LCI*%X
wies Klon 5 die héchste LCI-Ausbeute mit 32 mg/L auf und Klon 9 zeigte beim Stamm
P. pastoris X-33-LCI®*" die héchste LCIl-Ausbeute mit 19 mg/L. Damit fiihrten sowohl die
konstitutive als auch die Methanol-induzierte Expression zu relativ hohen LCI-Ausbeuten.
Obwohl P. pastoris X-33-LCI*®*" Klon 5 iiber 50 % mehr LCI produzierte als P. pastoris

X-33-LCI®*" Klon 9, wurde Letzterer fir weitere Arbeiten verwendet, da das konstitutive
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System aus sicherheits- und verfahrenstechnischen Griinden besser auf einen gréfReren

Maf3stab Ubertragen werden konnte (vgl. 4.4).
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Abb. 3.17: P. pastoris als Expressionsplattform fiir LCI.

(A) Dot Blot mit LCI in Kulturiiberstanden von P. pastoris X-33-LCICAP. 30 P. pastoris X-33-LCI®4F Klone
(A1-E6) sowie drei P. pastoris X-33-ctrl®AF Klone (F1-F3) wurden im 96-Mikrotiterplattenformat kultiviert
(28°C, 96 h, BMGY-Medium). Nach Zentrifugation wurden jeweils 4 puL des Kulturiberstandes im Dot
Blot eingesetzt. Die spezifische Detektion der Proteine erfolgte Gber den Strep-tag® Il. Gestrichelte
Linien grenzen jeweils zwei Proben ein, die einem Klon in Doppelbestimmung zugehdrig sind.
Beschriftete Klone wurden in weiterfUhrenden Arbeiten verwendet. (B) Dot Blot mit LCl in
Kulturliberstanden von P. pastoris X-33-LCIA%X1, 30 P. pastoris X-33-LCIA%X" Klone (A1-E6) sowie drei
P. pastoris X-33-ctrlA%X! Klone (F1-F3) wurden im 96-Mikrotiterplattenformat kultiviert (28°C, 96 h,
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BMMY-Medium). Nach Zentrifugation wurden jeweils 4 yL des Kulturiiberstandes im Dot Blot
eingesetzt. Die spezifische Detektion der Proteine erfolgte Uiber den Strep-tag® Il. Gestrichelte Linien
grenzen jeweils zwei Proben ein, die einem Klon in Doppelbestimmung zugehdrig sind. Beschriftete
Klone wurden in weiterfihrenden Arbeiten verwendet. (C) SDS-Gel mit LCI in Kulturiberstanden von
P. pastoris X-33-LCI®4P. P. pastoris X-33-LCIGAP Klone (6, 9, 15, 16 und 23) sowie die Kontrolle
P. pastoris X-33-ctrl®4” (K) wurden im Schiuttelkolben kultiviert (28°C, 96 h, BMGY-Medium).
Aufgetragen wurden jeweils 7 ug denaturiertes Gesamtprotein des Kulturiiberstands sowie 2 ug BSA.
Der schwarze Pfeil markiert das cLCI-Strepll (6,88 kDa). M: Marker. (D) SDS-Gel mit LCI in
Kulturtiberstanden von P. pastoris X-33-LCIA9X1_ P, pastoris X-33-LCIA%X! Klone (5, 20, 25 und 27) sowie
die Kontrolle P. pastoris X-33-ctrlA9X1 (K) wurden im Schittelkolben kultiviert (28°C, 96 h, BMMY-
Medium). Aufgetragen wurden jeweils 7 pug denaturiertes Gesamtprotein des Kulturiberstands sowie
2 ug BSA. Der schwarze Pfeil markiert das cLCI-Strepll (6,88 kDa). M: Marker. (E) Western Blot mit LCI
in Kulturiberstanden von P. pastoris X-33-LCIG4”, In der SDS-PAGE wurden jeweils 15 ug denaturiertes
Gesamtprotein getrennt. Die spezifische Detektion der Proteine erfolgte liber den Strep-tag® Il. Der
schwarze Pfeil markiert das cLCI-Strepll (6,88 kDa). M: Marker. (F) Wachstumskurve von P. pastoris
X-33-LCI®AP und P. pastoris X-33-ctrl4P. Die Klone wurden jeweils in Dreifachbestimmung im
Schiuttelkolben kultiviert (28°C, 50 h, BMGY-Medium) und die ODsoo zu verschiedenen Zeitpunkten
gemessen.

Um zu dberprifen, ob sich das antimikrobielle LCI toxisch auf den Organismus P. pastoris
auswirkt, wurden Wachstumsverlaufe von P. pastoris X-33-LCI°*" (Klon 9) und dem

Kontrollstamm P. pastoris X-33-ctrl®A?

jeweils in Dreifachbestimmung aufgenommen (Abb.
3.17 F). Weder beim exponentiellen Wachstum, noch beim Ubergang in die stationére Phase
konnte ein signifikanter Unterschied im Wuchsverhalten zwischen den beiden untersuchten
Stammen festgestellt werden. Das LCI hatte daher dem Wuchsverhalten nach zu urteilen

keine offensichtliche, toxische Wirkung auf P. pastoris.

Die eukaryotische Expressionsplattform P. pastoris eignet sich zur Herstellung des
antimikrobiellen Peptids LCIl. Bereits im Schuttelkolben-Mal3stab konnten unter dem
konstitutiven Promotor 19 mg/L LCI sowie unter dem Methanol-induzierten Promotor 32 mg/L

LCI erreicht und spezifisch im Kulturiiberstand nachgewiesen werden.

3.2.2 Fermentation und Downstream-Processing zur Produktion von LCI

Zur Produktion von LCI im gréReren MaRstab wurden Fermentationen mit P. pastoris
X-33-LCI®*" Klon 9 durchgefiihrt sowie der Downstream-Process (DSP) etabliert (2.3.3.3).
Einerseits wurde auf diese Weise Uberprift, ob das in Abschnitt 3.2.1 ermittelte Produktions-
system fir das LCI auf einen gréReren Produktionsmafstab tbertragen werden kann und ob
sich zuséatzlich die LCI-Ausbeute durch verbesserte Wuchsbedingungen steigern lasst.
Andererseits wurden weitere Erkenntnisse flr den Verfahrensprozess zur industriellen
Herstellung von LCI gewonnen und gréRere LCI-Mengen flir erste Anwendungstests
bereitgestellt. Um bereits in den ersten Fermentationen verschiedene Parameter im Hinblick
auf eine Optimierung anzulegen, wurden zwei Fed-Batch Verfahren durchgefihrt, welche sich
im Zulaufprofil der Fed-Batch Phase unterschieden (Zhang et al., 2007). Da die Zugabe der
Feed-Lésung neben dem Erhaltungsstoffwechsel und dem Wachstum auch der

Produktbildung dient, kann das Zulaufverfahren die volumetrische Produktivitat beeinflussen
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und stellt eines der wichtigsten Faktoren flr einen erfolgreichen Prozess dar (Berlec und
Strukelj, 2013; Maurer et al., 2006; Shojaosadati et al., 2008). Bei dem Profil ,Zulaufi,“ wurde
die Feed-Losung linear zugefliihrt, wohingegen diese beim ,Zulaufe, zunachst exponentiell
(fir 9 h) und dann linear hinzugegeben wurde. In Abb. 3.18 A und B sind die Verlaufe der
beiden Fermentationen graphisch dargestellt. Bei beiden Verlaufen wurde ein sprunghafter
Anstieg des Sauerstoffpartialdrucks (pO2) nach ca. 21 h (Feed-Peak) durch den Verbrauch
von Glycerin als Kohlenstoffquelle im Batch-Medium initiiert. Dies leitete die Fed-Batch Phase
mit den unterschiedlichen Zuldufen der Feed-Lésung ein, durch die Glukose als
Kohlenstoffquelle den Zellen zugefiuihrt wurde. Trotz des Risikos der toxischen Ethanol-
Bildung, wurde der weitere Prozess pO.-limitiert durchgefihrt, da eine hypoxische Fed-Batch
Phase bei Expressionen unter dem GAP-Promotor zu einer gesteigerten, spezifischen und
volumetrischen Produktivitat der Protein-sekretierenden Zellen fihren kann (Baumann et al.,
2008). Die Basenzugabe korrelierte mit dem Zellwachstum und fungierte als Stickstoffquelle
und Titrationsmittel. Wahrend den Fermentationen wurden regelmalig Kulturproben
entnommen, um die Zelldichte Uber die ODsoo sowie die Feuchtzellmasse (WCW) zu verfolgen
und um die LCI-Menge in den Kulturiiberstdnden mittels SDS-PAGE Analysen zu
quantifizieren. Obwohl sich die Fermentationsstrategien unterschieden, wiesen beide Kulturen
ein sehr ahnliches Wuchsverhalten auf (Abb. 3.18 C). Bis zum Feed-Peak bei 21 h befanden
sich die Zellen in der Anwachsphase, was sich nicht nur in der ODgoo und der Feuchtzellmasse,
sondern auch in der Basenzugabe widerspiegelte. Mit Beginn der Fed-Batch Phase war ein
deutliches Wachstum der Zellen zu verzeichnen, das ab einer Feuchtzellmasse von ~ 400 g/L
stagnierte. Bei Beendigung der Fermentation wurde eine ODgoo von 382 (Zulaufexp) bzw. von
386 (Zulaufin) gemessen. Weiterhin wiesen beide Kulturen sehr ahnliche Feuchtzellmassen
von 394 g/L (Zulaufex) und 400 g/L (Zulaufi,) auf. Durch SDS-PAGE Analyse der
Kulturiberstande wurde die produzierte LCI-Menge zu verschiedenen Zeitpunkten der
Fermentationen verfolgt, wie es in Abb. 3.18 D beispielhaft fir die Fermentation mit dem
Zulaufprofil ,Zulaufi“ gezeigt wird. In jeder SDS-Gel Spur mit einer Fermentationsprobe,
ausgenommen die zum Startpunkt der Fermentation, war eine Proteinbande bei ca. 10 kDa zu
erkennen, welche auf Basis der Ergebnisse aus Abschnitt 3.2.1 dem rekombinanten LCI
zugeordnet werden konnte. Weiterhin zeigte sich, dass erst mit Abnahme der Wachstumsrate
in der Fed-Batch Phase die LCI-Menge im Kulturiberstand deutlich anstieg. Durch
densitometrische Auswertung der Proteinbanden wurde die LCI-Ausbeute zu verschiedenen
Zeitpunkten der Fermentation quantifiziert. Demnach stieg die LCI-Konzentration im
Kulturiiberstand stetig bis auf 0,69 g/L (Zulaufi,) bzw. 0,59 g/L (Zulaufey) (Daten nicht gezeigt)
an. Die Fermentation mit dem Zulaufprofil ,Zulaufi,“ fihrte demnach im Vergleich zum
LZulaufey” trotz des sehr ahnlichen Zellwachstums zu einer 17 % héheren LCI-Ausbeute und

sollte daher Grundlage flir weitere Fermentationen sowie Prozessoptimierungen sein.
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Abb. 3.18: Fermentation und DSP von LCI.

(A) Fermentationsverlauf von P. pastoris X-33-LCICAP (Zulaufexp). (B) Fermentationsverlauf von
P. pastoris X-33-LCI®” (Zulaufin). (C) Feuchtzellmassen der Fermentationen. Zu verschiedenen
Zeitpunkten der Fermentationen wurden die Feuchtzellmassen (WCW) aus 10 ml Fermenterbriihe
gravimetrisch bestimmt. (D) SDS-Gel mit LCI im Pichia-Kulturiiberstand der Fermentation. Aufgetragen
wurden 2 ul der Kulturiiberstande von verschiedenen Zeitpunkten der Fermentation mit dem Zulaufprofil
~Zulaufin“ sowie 1,5 ug BSA. Der schwarze Pfeil markiert das cLCI-Strepll (6,88 kDa). (E) SDS-Gel mit
LCl in DSP-Proben. Die Proben A bis D stammen aus dem Kulturiiberstand der Fermentation ,Zulaufiin”
und Probe E stammt aus dem Kulturiiberstand der Fermentation ,Zulaufexy”, jeweils nach 69 h
Kultivierung. A: unbehandelt, B: steril filtriert, C: steril filtriert und dialysiert, D: steril filtriert, dialysiert und
Iyophilisiert. E: steril filtriert und lyophilisiert. Aufgetragen wurde jeweils das Volumen, welches 2 pl des
Kulturiiberstandes entsprach. Der schwarze Pfeil markiert das cLCI-Strepll (6,88 kDa).

Im Anschluss an die Fermentation wurde der weitere Verfahrensprozess der Proben etabliert,
sodass das LCI in weiterfUhrenden Anwendungstests (vgl. 3.2.3) eingesetzt werden konnte.
Zu beachten war, dass das LCI sehr klein (< 10 kDa) und aufgrund seiner biochemischen

Eigenschaften vielen Materialien gegentber sehr affin ist. Nach der Zentrifugation der Proben
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war zunachst eine Sterilfiltration des Kulturiberstandes obligat, um keine genetisch
veranderten Organismen in die Umwelt zu tragen. Wie in Abb. 3.18 E zu sehen, konnten die
Proben ohne erkennbaren Verlust des LCls steril filtriert werden. Zur Aufreinigung des
KulturGiberstandes bot sich die Tangentialflussfiltration an, bei der unter Verwendung einer
entsprechenden Membran Proteine > 30 kDa grof3technisch abfiltriert werden kénnen. Das
Material solcher Membranen ist entweder Polyethersulfon (PES) oder Cellulose-basiert
(CME). Die Filtration von Kulturiberstadnden der LCI-Fermentation unter Verwendung von
PES- und CME-Membranen flhrte jedoch zum kompletten Verlust des LClIs, wodurch eine
groltechnische Tangentialflussfiltration nicht eingesetzt werden konnte. Als weiteres
Verfahren wurde eine Dialyse des Kulturiberstandes zur Entsalzung und zur Einstellung von
Pufferbedingungen durchgefiihrt. Hier wurde ebenfalls untersucht, ob das LCl an die Membran
des Dialyseschlauchs bindet, da dieser aus regenerierter Cellulose bestand. Eine SDS-
Gelanalyse der dialysierten Probe zeigte jedoch keinen signifikanten Verlust des LCls (Abb.
3.18 E). Zur dauerhaften Lagerung der LCI-Proben wurde steril filtrierter und steril filtrierter,
dialysierter Fermentationsiiberstand lyophilisiert. Die Lyophilisatmasse der dialysierten Probe
war im Vergleich zur nicht-dialysierten Probe um ca. 70 % (w/w) verringert und deutete die

Entfernung von Verunreinigungen an.

I°4Pim Bioreaktor konnte die

Durch verbesserte Wuchsbedingungen von P. pastoris X-33-LC
LCI-Ausbeute von 0,019 g/L im Schuttelkolben um das 36-fache auf 0,69 g/L gesteigert
werden. In weiteren Fed-Batch Fermentationen sollte die Feed-Losung linear zugeflhrt
werden, da dies in einer hdéheren Proteinausbeute resultierte. Bei der Aufarbeitung der
Fermentationsproben sollten Cellulose-basierte- sowie PES-Membranen vermieden werden.
Der Fermentationsiberstand konnte ohne Produktverlust steril filtriert, dialysiert und
lyophilisiert  werden, sodass ausreichende Produktmengen flir weiterflhrende

Anwendungstests zur Verfligung gestellt werden konnten.

3.2.3 Uberpriifung der Anwendbarkeit von LCI aus P. pastoris als

Ankerpeptid zur Funktionalisierung von PP

Zur Entwicklung einer neuartigen Farbemethode von PP-Fasern unter Verwendung von LCI
als Adhasionsvermittler flr organische Pigmente auf PP (,FuPol“-Projekt), wurde hier
untersucht, ob sich ebenso das in P. pastoris hergestellte LCI (vgl. 3.2.2) als PP-Ankerpeptid
eignet.

Eine in silico Aminosaure-Sequenzanalyse (2.6.2) zeigte, dass das LCI keine Erkennungs-
stellen fur N- oder O-Glykosylierungen aufweist. Eine Glykosylierung hatte die Anbindung von
LCl an PP stark beeintrachtigen kénnen, wie es fiir die Interaktion des rekombinanten BaCBM2

aus P. pastoris mit PET der Fall war (vgl. 3.1.2.2).
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Um die Anbindung von rekombinantem LCI an PP qualitativ nachzuweisen, wurde der ,PET
Surface Affinity Assay* (2.4.9), modifiziert durch Verwendung einer PP-Folie mit
unterschiedlich gelagerten LCI-Proben, angewendet. Wie in Abb. 3.19 zu sehen, hat das
rekombinante LCI aus dem steril filtrierten Kulturiiberstand von P. pastoris sowohl nach
Lagerung bei -20°C, nach zweimonatiger Lagerung bei 4°C als auch nach Lyophilisierung an
PP gebunden. Weiterhin zeigte dieser Versuch, dass der in dieser Arbeit entwickelte ,PET
Surface Affinity Assay” auf ein anderes synthetisches Polymer (PP statt PET) und andere
Proteine (LCI statt CBM) Ubertragen werden kann.

lyophilisiert

4°C
-20°C

Puffer

LCl-Lagerung

Abb. 3.19: Nachweis liber die PP-Affinitidt des in P. pastoris produzierten LCls.

Im modifizierten ,PET Surface Affinity Assay” wurden unter Verwendung einer PP-Folie jeweils 2,5 yL
einer 1:10 verdlnnten Probe in Doppelbestimmung angewendet. Das Lyophilisat wurde dazu in einem
Volumen aufgenommen, sodass die LCI-Konzentration der in der 4°C- und der -20°C-Probe entsprach.
Die Verdlnnung erfolgte mit 20 mM Tris/HCI pH 7 (Puffer). Dargestellt ist die Membran mit den Output-
Signalen.

Zur weiteren Charakterisierung der LCI-Schicht wurde die Schichtdicke von LCI auf
funktionalisierten, PP-ahnlichen Siliziumwafern bestimmt (2.4.10).° Diese kennzeichnen sich
durch eine extrem flache und harte Oberflache und ermdglichen die Vermessung von
Hohenprofilen weniger Nanometer. Abb. 3.20 A zeigt die erfolgreiche Funktionalisierung eines
Siliziumwafers. Die Oberflache wies keine Verunreinigungen auf und war mit einem
gemessenen Kontaktwinkel von 94,6° hydrophob (Yuan und Lee, 2013). Durch die
Funktionalisierung der Siliziumwafer mit Triethoxyoctylsilan wurde demnach eine hydrophobe
Oberflache geschaffen, die mit PP mit einem Kontaktwinkel von 95° vergleichbar war (Morra
et al., 1989) und erlaubte somit eine Simulation der Anbindung von LCI an PP. Bei der
Schichtuntersuchung wurden zwei verschieden praparierte LCI-Lyophilisate untersucht. Das
LCl-Lyophilisat A (Probe A) stammte aus steril filtriertem Fermentationsiberstand und das
LCl-Lyophilisat B (Probe B) wurde zuséatzlich dialysiert. Beide LCI-Proben zeigten adhasive
Eigenschaften gegenuber den funktionalisierten Siliziumwafern. Die Probe A wies eine sehr

verunreinigte Schicht auf, welche zum einen an der hohen Schichtdicke von 5,3 nm erkennbar

9 Die Bestimmung der Schichtdicke von LCI auf funktionalisierten Siliziumwafern wurde in Kooperation
mit dem Fraunhofer Institut fir Angewandte Polymerforschung IAP (Prof. Dr. Béker) in Potsdam von
Marc Zimmermann durchgefihrt (,FuPol“-Projektpartner).

97



Ergebnisse

Hohe 2, nm

Kontaktwinkel:
links 94,7°
rechts 94,6°

Hohe 35 nm

=

100 200 300 400 500 600 700 800 900 pm

Schichtdicke 3,0—4,9 nm

5um

Hoéhe 6 nm

100 '200 300 400 500 600 700 800 900 nm

Schichtdicke 3,0 nm

5um
__Hoéhe 14 nm
i et

100 200 300 400 500 600 700 800 900 pm

Schichtdicke 1,0-3,0 nm

5p

Abb. 3.20: Untersuchung der LCI-Schicht auf funktionalisierten Siliziumwafern.°

(A) AFM-Bild eines funktionalisierten Siliziumwafers und dessen Kontaktwinkelmessung. (B—C) AFM-
Bilder und Hoéhenprofile von LCI-Proben auf funktionalisierten Siliziumwafern nach einem Waschschritt
mit Triton X-100. Aufgetragen wurden die LCI-Lésungen aus lyophilisiertem Fermentationsiiberstand
(B) und aus lyophilisiertem Fermentationsiiberstand nach Dialyse (C). (D) AFM-Bilder und Héhenprofil
der Kontrolle. Aufgetragen wurde die LCI-Lésung aus lyophilisiertem Fermentationsiiberstand nach
Dialyse auf einem nicht-funktionalisierten Siliziumwafer nach einem Waschschritt mit Triton X-100.

0 AFM-Bilder, Hohenprofile sowie die Kontaktwinkelaufnahme wurden in Kooperation mit dem
Fraunhofer Institut fir Angewandte Polymerforschung IAP (Prof. Dr. Boker) in Potsdam von Marc
Zimmermann erstellt (,FuPol“-Projektpartner).
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war und zum anderen stachen Agglomerate aus dem Film heraus (Daten nicht gezeigt). Nach
einem Waschschritt zeigte das LCI weiterhin Haftung an dem funktionalisierten Siliziumwafer,
jedoch war die Schicht mit einem Hohenprofil von 3,0 nm bis 4,9 nm sehr inhomogen
(Abb. 3.20 B). Vermutlich enthielt die Probe A wasserldsliche Verunreinigungen, die wahrend
des Waschens herausgeldst wurden und dadurch einen heterogenen Film zurtcklieRen. Im
Gegensatz dazu war die LCI-Schicht der Probe B bereits vor dem Waschen mit einem
Hohenprofil von 2 nm bis 3 nm flacher als die der Probe A. Dies liel3 darauf schlieRen, dass
die Probe B weniger Verunreinigungen enthielt als Probe A. Weiterhin wurde nach dem
Waschen eine sehr homogene Schicht mit einer Hohe von 3 nm gemessen (Abb. 3.20 C). Die
Effizienz der Funktionalisierung wurde durch einen Kontrollversuch mit LCI-Lyophilisat B und
nicht-funktionalisierten Siliziumwafern nachgewiesen (Abb. 3.20 D). In diesem Kontrollversuch
konnte gezeigt werden, dass das LCI an den nicht-funktionalisierten Siliziumwafer
vergleichsweise schlechter anhaftete als an den funktionalisierten Siliziumwafer. Dies war an
den vielen Licken in der LCI-Schicht und dem heterogenen Hohenprofil von 1 nm bis 3 nm
erkennbar. Zusammenfassend zeigten die rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen, dass
eine Dialyse des Fermentationsiiberstands fir eine homogene Verteilung von LCI auf einer
hydrophoben Oberflache wichtig ist.

Nach der erfolgreichen Validierung der LCI-Bindung an PP kénnen die in P. pastoris
produzierten Peptide nun zur weiteren Entwicklung der PP-Farbemethode eingesetzt werden.
Im Rahmen des ,FuPol“-Projekts wurde durch Kooperationspartner bereits ein chemisches
Verfahren zur Verknipfung der Polymer-bindenden Peptide mit organischen Pigmenten
entwickelt (Fraunhofer Institut fir Angewandte Polymerforschung IAP in Potsdam, Prof. Dr.

Boker, Benjamin Stomps). Hierbei werden die Pigmente mit Hilfe von Silanen eingekapselt,

eingekapseltes
Pigment

Abb. 3.21: Schematische Darstellung der Funktionalisierung von PP mit Pigmenten und Reaktion
der Konjugatsynthese.
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um diese anschlieend mit Methacryl-Gruppen (Doppelbindungen) zu funktionalisieren. Uber
die Thiolgruppe des synthetisch integrierten Cysteins am N-Terminus des sonst Cystein-freien
LCls kénnen die praparierten Pigmente dann mittels Thiol-En Klickreaktion kovalent an das
Ankerpeptid gebunden werden (Abb. 3.21).

Das in P. pastoris rekombinant synthetisierte LCI zeigte eine Affinitat zu PP. Da auch das LCI
aus einer lyophilisierten Fermentationsprobe an PP gebunden hat, empfiehlt sich eine
Lyophilisierung zur dauerhaften Lagerung. Weiter sollte der Fermentationstiberstand dialysiert
werden, da solch eine LCI-Probe zu einer homogenen Schicht auf einer hydrophoben
Oberflache fuhrte. Das produzierte LCI eignet sich demnach als Ankerpeptid an PP und kann

zur PP-Funktionalisierung mit funktionalen Bausteinen angewendet werden.
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4 Diskussion

In den letzten 50 Jahren hat die Verwendung synthetischer Polymere drastisch zugenommen
und ist heutzutage aus dem Alltag nicht mehr wegzudenken (Wei und Zimmermann, 2017b).
Zu den meist verwendeten Kunststoffen zahlen PET und PP, welche vor allem in
Verpackungen, Plastikflaschen und der Textilindustrie Anwendung finden (Maddah, 2016;
Zimmermann und Billig, 2011). Die Materialien zeichnet eine hohe Widerstandskraft
gegenuber chemischen, physikalischen und mechanischen Einflissen aus (Kdpnick et al.,
2012; Maddah, 2016). Zugleich stellen diese positiven Attribute aber auch Nachteile dar.
Synthetische Polymere, die in die Umwelt getragen wurden, persistieren dort und
fragmentieren in immer kleinere Partikel (Horton et al., 2017; Li et al., 2016). Uber das AusmaR
und die Folgen, insbesondere von Nanoplastik im Okosystem kann bisher nur spekuliert
werden, denn spezielle Methoden sind zur Beantwortung dieser Fragestellungen nicht
ausreichend verfiigbar (Koelmans et al., 2015; Mattsson et al., 2015). Neben der
Umweltverschmutzung gibt es weitere Herausforderungen im Umgang mit den synthetischen
Polymeren. Eine ist der hydrophobe Charakter, welcher die Verarbeitung von Kunststofffasern
in der Textilindustrie erschwert (Pellis et al., 2016; Vertommen et al., 2005). So ist die gangige
Methode zur Farbung von Textilien mit Farbstoffen in wassrigen Farbebadern fur PP nicht
anwendbar (Ujhelyiova et al., 2007). Durch hohe Prozesstemperaturen kdénnen jedoch
Pigmente in das geschmolzene PP eingearbeitet werden (Herbst und Hunger, 2004;
Marcincin, 1999). Hitzeinstabile Pigmente kénnen in diesem Verfahren allerdings nicht
eingesetzt werden. Dies stellt vor allem ein Problem flir den Einsatz organischer Pigmente dar
(Herbst und Hunger, 2004). Auch die Veredelung von PET-Textilfasern mit TEMs, welche
durch Expansion Nahte wasserdicht verschlieRen sollen, erfordert ein Niedrig-Temperatur-
Verfahren, sodass diese funktionalen Bausteine nicht schon wahrend der Auftragung auf die
Faser expandieren. Interessanterweise gibt es Peptide, welche synthetische Polymere binden
und als biotechnologisches Werkzeug in den genannten Feldern eingesetzt werden kénnen
(Espino-Rammer et al., 2013; Perz et al., 2015; Ribitsch et al., 2013; Ribitsch et al., 2015;
Ribsam et al., 2017; Zhang et al., 2013). Im Rahmen dieses Projekts sollten sie zum einen
als Verbindungsstick zwischen synthetischen Polymeren und funktionalen Bausteinen
fungieren und somit Verfahren zur Funktionalisierung von Textilfasern bei Raumtemperatur
schaffen. Zum anderen sollten sie in der Entwicklung eines analytischen Detektionsverfahrens
fur Nanoplastik angewendet werden. Daher waren Peptide mit Affinitdt gegeniber

synthetischen Polymeren Hauptgegenstand dieser Arbeit.

4.1 Charakterisierung PET-bindender Peptide

Zur ldentifizierung von PET-bindenden Peptiden lag der Fokus in dieser Arbeit auf CBMs,

welche Domanen in Kohlenhydrat-aktiven Enzymen darstellen und die Bindung von
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Polysacchariden vermitteln. Daneben wurde das CBMcena aus Cellulomonas fimi bereits
biotechnologisch angewendet, um die Affinitat einer Cutinase aus Thermobifida fusca an das
synthetische Polymer PET zu erhéhen (Zhang et al., 2013). Das CBMcena zahlt zum Typ A der
CBM-Klassifizierung und besitzt drei exponierte, aromatische Aminosaurereste, die neben der
Bindung des natirlichen Substrats auch an der Interaktion mit PET beteiligt sind (Din et al.,
1994a; Zhang et al., 2013). Um in dieser Studie weitere PET-bindende CBMs zu identifizieren,
wurde gezielt nach CBMs gesucht, die ebenfalls wie das CBMcena e€ine exponierte,
aromatische Triade aufweisen. FUr die rationale Auswahl kamen daher CBMs des Typs A in
Frage, die sich durch eine planare Anordnung von aromatischen Aminosaureresten an der
Oberflache der Proteinstruktur charakterisieren und unlésliche, hoch kristalline Cellulose oder
Chitin binden (Boraston et al., 2004). Es wurden acht CBMs der Familien 1, 2, 5 und 10
zusammengestellt, deren Strukturen laut Homologiemodellierung je drei planar ausgerichtete,
exponierte Aromaten aufwiesen. Durch MD-Simulationen in Wasser wurden die Qualitat und
Stabilitdt der Homologiemodelle Uberprift und die Seitenkettenpositionen optimiert. Die
vorhergesagten Strukturen der CBM2- und CBM5-Peptide waren im Wasser stabil und die
strukturellen Charakteristika mit anderen Peptiden dieser GroRe (50-100 AS) vergleichbar
(personliche Mitteilung, DuSan Petrovi¢, Institut fiir Komplexe Systeme: Strukturelle Biochemie
am FZ Jilich, Jun.-Prof. Dr. Strodel). Die Ausrichtung der exponierten Aromaten war kaum
verandert und stimmte mit den Strukturen der Homologiemodellierung berein. Die Peptide
der CBM1- und CBM10-Familien waren hingegen sehr flexibel und anfallig fur drastische
Anderungen in der Sekundar- und Tertiarstruktur, was andeutete, dass es fiir diese Peptide
im ungebundenen Zustand in Wasser keine stabile und charakteristische Faltung gibt. Dies
war jedoch nicht Uberraschend, da die Peptide mit weniger als 30 Aminosauren sehr klein sind.
Vermutlich fehlten den Peptiden die umgebenden Doméanen des Ubrigen Enzyms, in dem sie
naturlicherweise Vorkommen und welche die CBM-Faltung stabilisieren (Batey et al., 2008;
Bhaskara und Srinivasan, 2011). Demzufolge war die Ausrichtung der exponierten Aromaten
teilweise stark gegenliber dem Homologiemodell verandert. Ob die rational ausgewahlten
CBMs tatsachlich an PET binden, wurde durch den in dieser Arbeit entwickelten ,PET Surface
Affinity Assay* untersucht, bei dem flnf der acht CBMs als PET-bindende Peptide verifiziert
werden konnten. Ein Zusammenhang zwischen der Auspragung der flach orientierten
Aromaten und der PET-Affinitat konnte nicht direkt hergestellt werden. Beispielsweise zeigte
BaCBM5 eine Uberdurchschnittlich planare Ausrichtung der aromatischen Triade, wies aber
unter den untersuchten Bedingungen keine PET-Affinitdt auf. Im Gegensatz dazu hatte
ucCBM10 an PET gebunden, dessen aromatische Aminosaurereste laut MD-Simulation nicht
flach orientiert waren. Eine planare Ausrichtung der exponierten Aromaten allein konnte also
nicht direkt als Kriterium zur Eingrenzung von PET-bindenden und nicht-bindenden CBMs

angewendet werden. Auffallig war, dass beide ausgewahlten CBM-Kandidaten der Familie 2
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eine PET-Affinitat zeigten und dass das bereits erwdhnte CBMcena ebenfalls zur Familie 2
gehort. Ein vielversprechendes Kriterium CBMs mit PET-Bindeaffinitat zu identifizieren, konnte
demnach die Zugehorigkeit zur Familie 2 darstellen. Die Einordnung in CBM-Familien erfolgt
nach Ahnlichkeiten in der Aminosauresequenz (Boraston et al., 2004; Cantarel et al., 2009).
Somit kénnte neben der aromatischen Triade die charakteristische Zusammensetzung der
Aminosauren in Familie 2 fur die Wechselwirkung mit PET eine entscheidende Rolle spielen.
In diesem Zusammenhang wurden in dieser Studie involvierte Aminosauren der BaCBM2-PET
Interaktion durch MD-Simulationen von BaCBM2 an einer modellierten PET-Oberflache
untersucht (vgl. 4.2). Um die Hypothese zu untermauern, kdnnten gezielt weitere CBMs der
Familie 2 auf ihre PET-Affinitat hin untersucht werden. Dartiber hinaus stellen antimikrobielle
Peptide weitere interessante PET-Bindekandidaten dar. Diese sind ebenfalls mit weniger als
100 Aminosaureresten kleine Peptide und kennzeichnen sich durch eine positive Nettoladung
sowie eine amphipathische Struktur (Gaiser et al., 2011; Parachin et al., 2012). Dem
antimikrobiellen Peptid LCI konnte bereits eine Affinitadt zu PP nachgewiesen werden (Riibsam
etal., 2017) und es zeigte in dieser Studie ebenfalls eine Affinitdt zu PET (Daten nicht gezeigt).
Das LCI weist innerhalb der kurzen Peptidsequenz relativ viele aromatische Aminosauren auf
(10 von 47 AS): drei Phenylalanine, vier Tyrosine und drei Tryptophane. Ein Teil dieser
Aromaten ist exponiert und tragt zum hydrophoben Charakter der Peptidoberflache bei.
Aulerdem sind vier exponierte Aromaten (F12, F25, Y30 und W37), ahnlich wie bei den
untersuchten CBMs, planar ausgerichtet (Abb. 1.5). Die natirliche Interaktion von
antimikrobiellen Peptiden mit ihren Zielzellen umfasst hauptsachlich ionische und hydrophobe
Interaktionen (Bahar und Ren, 2013), welche im Fall des LCls mutmallich ebenso mit der
amphipathischen Struktur von PET stattfinden kénnen. Daneben kommen noch weitere
Peptide als potentielle PET-Bindekandidaten in Frage. Beispielsweise wurde ein PBM der
Polyhydroxyalkanoat-Depolymerase aus Alcaligenes faecalis an die Cutinase Thc_Cut1 aus
Thermobifida cellulosilytica fusioniert und resultierte in einer erhdhten PET-Adsorption des
Fusionsenzyms (Ribitsch et al., 2013). Des Weiteren fihrten sowohl die Inkubation als auch
die Fusion von Hydrophobinen mit Thc_Cut1 zur Verbesserung der enzymatischen PET-
Hydrolyse (Espino-Rammer et al., 2013; Ribitsch et al., 2015). Hydrophobine sind kleine
Cystein-reiche Proteine, die ausschlieRlich in Pilzen vorkommen und sehr hydrophob sein
kénnen (Bayry et al., 2012). Die Proteine kbénnen sich spontan zu amphipathischen
Monoschichten zwischen hydrophoben und hydrophilen Flachen ausbilden und haften an
hydrophoben Oberflachen wie Teflon (Polytetrafluorethylen) (Linder, 2009).

Alle vorgestellten Peptide, die eine Affinitdt zu PET aufweisen, haben kurze
Aminosauresequenzen (< 100 AS) und kennzeichnen sich durch hydrophobe und hydrophile

Bereiche, welche sehr gut zu der amphipathischen Struktur von PET passen. Darlber hinaus
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charakterisieren sich die hydrophoben Bereiche, der in dieser Arbeit untersuchten PET-

Bindepeptide durch auf der Peptidoberflache exponierte, teils planar ausgerichtete Aromaten.

4.2 Wechselwirkungen zwischen CBMs und PET

Bisher gibt es nur sehr wenige Studien, die sich mit der Anbindung von CBMs an PET
beschéftigt haben. Demzufolge ist auch diese nicht-physiologische Interaktion kaum
beschrieben und die genaue Wechselwirkung nicht bekannt. In bisherigen Studien wurde das
CBMecena aus Cellulomonas fimi sowie das CBMcgn1 aus T. reesei an Cutinasen fusioniert,
welche PET hydrolysieren kdnnen. Dies resultierte in einer hdheren PET-Hydrolyse durch
Steigerung der Affinitdt zum Polymer (Ribitsch et al., 2013; Zhang et al., 2013). Weiterhin
wurde postuliert, dass hydrophobe Interaktionen zwischen aromatischen Aminosaureresten
der CBM-Oberflache und Phenylgruppen von PET stattfinden (Zhang et al., 2013). Um an der
CBM-PET Wechselwirkung beteiligte Aminosaurereste und deren lokale Orientierung
aufzuklaren, wurden in dieser Arbeit MD-Simulationen an einer geordneten PET-Oberflache
von PET-bindenden und nicht-bindenden CBMs auf Basis der Ergebnisse aus dem ,PET
Surface Affinity Assay* durchgefiihrt. Die untersuchten Peptide BaCBM2 und BaCBMS5 wiesen
in in silico Studien jeweils eine exponierte, aromatische Triade auf, die an der Interaktion mit
PET beteiligt war, wobei diese hauptsachlich durch T-stacking Interaktionen mit den
Phenylgruppen des PET vermittelt wurde. Auch in in vitro Experimenten mit Einzel- sowie
Dreifachaustauschen von Aminosaureresten der aromatischen Triade von BaCBM2
(W9A/W44A/WB3A) konnten die Varianten PET zwar noch immer binden, die PET-Affinitat war
allerdings deutlich herabgesetzt. Dies bestatigte experimentell, dass Tryptophane eine Rolle
bei der Bindung von CBMs an PET spielen. Um dies weiter zu verifizieren, wurde das
Phanomen des Tryptophan-Quenchings ausgenutzt. Das Emissionsmaximum und die
Intensitat der Tryptophan-Fluoreszenz werden stark von Anderungen der Mikro-Umgebung
beeinflusst und kénnen zur Bestimmung von Protein-Ligand Interaktionen eingesetzt werden
(Ghisaidoobe und Chung, 2014). Fir die Versuche wurde BaCBM2 ausgewahlt, da das Peptid
bereits eine PET-Bindung im ,PET Surface Affinity Assay* gezeigt hatte und die MD-
Simulationen Tr-stacking Interaktionen von Tryptophanen mit PET vorhersagten. Die
Tryptophan-Quenching Experimente wiesen eine Interaktion des BaCBM2-Fusionsproteins
mit PET nach, da sich die Tryptophan-Fluoreszenz durch Zugabe von PET-Nanopartikeln
anderte. Des Weiteren deutete das Tryptophan-Quenching selbst darauf hin, dass
Tryptophane an der Interaktion beteiligt waren. Eine weitere Méglichkeit ware allerdings auch,
dass das Tryptophan-Quenching durch Konformationsanderungen im Protein zustande kam,
welche die Mikro-Umgebung der Tryptophane beeinflussten und die Tryptophane selbst nicht
mit PET interagierten. Unter Anbetracht der MD-Simulationsdaten von BaCBM2, wurde das

Tryptophan-Quenching jedoch eher auf T1-stacking Interaktionen zwischen den Tryptophan-
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Resten und den Phenylgruppen von PET zurickgefiihrt. Weiterhin ist zu beachten, dass Gber
diese Methode keine Aussage dazu getroffen werden konnte, welche Tryptophane des
Fusionsproteins BaCBM2-Bs2-Strepll mit PET interagierten. Neben den Tryptophanen von
BaCBM2 wies das Fusionsprotein noch drei weitere Tryptophane auf, wobei sich jeweils eins
im Spacer, eins im Bs2 und eins im Strep-tag® Il befand. Da das Kontrollprotein Bs2-Strepll
im ,PET Surface Affinity Assay* keine PET-Affinitat zeigte, lag die Vermutung nahe, dass die
im Tryptophan-Quenching involvierten Tryptophane aus dem BaCBM2 stammten. Zur
Bestatigung kdénnte das BaCBM2 beispielsweise mit einem Hise-Tag ohne Fusion des Bs2
gemessen werden oder das Tryptophan-Quenching von Bs2-Strepll ohne BaCBM2 bestimmt
werden. Im letzteren Fall, ist jedoch fragwiirdig, wie die Daten sinnvoll mit dem des BaCBM2-
Fusionsproteins verglichen und ausgewertet werden kénnten. Zudem konnte mit Hilfe der
Tryptophan-Quenching Methode erstmalig eine Dissoziationskonstante fur eine CBM-PET
Interaktion ermittelt werden und bietet somit eine Mdglichkeit PET-Affinitaten verschiedener
CBMs quantitativ miteinander vergleichen zu kénnen. Limitiert wird die Methode jedoch
dadurch, dass nicht aus jedem Kurvenverlauf eine Dissoziationskonstante bestimmt werden
kann (vgl. 3.1.6). Anzumerken ist auch, dass anders als die geordnete PET-Oberflache in MD-
Simulationen und im ,PET Surface Affinity Assay”, die Tryptophan-Quenching Experimente
zur Verwendung einer wassrigen Suspension den Einsatz von PET-Nanopartikeln erforderten,
welche mutmallich durch eine grofitenteils amorphe Struktur charakterisiert waren.

Zusatzlich zeigten die MD-Simulationen, dass das Verhaltnis von hydrophoben und polaren
Interaktionen an der CBM-PET Grenzflache ein wichtiges Merkmal ist, um zwischen niedrigen
und hohen PET-Affinitaten zu unterscheiden. Im ,PET Surface Affinity Assay” konnte weder
fur BaCBM5 noch fur TrCBM1 eine Affinitat zu PET nachgewiesen werden. Bei BaCBMS war
die Kontaktflache vorwiegend hydrophob. Vermutlich war die BaCBM5-PET Interaktion fur
eine permanente PET-Bindung nicht stark genug, worauf auch die in der MD-Simulation
gemessene relativ hohe Energie (Abb. 3.8 B) hinwies, sodass BaCBM5 wahrscheinlich
wahrend der Waschschritte im ,PET Surface Affinity Assay” entfernt wurde. Im Fall von
TrCBM1 erwies sich die Kontaktflache als klein und vorwiegend polar. Dies kénnte andeuten,
dass TrCBM1 nicht mit der amphipathischen Struktur von PET kompatibel war, da die
Interaktionen zwischen den hydrophilen Resten und den aromatischen Ringen unginstig
waren. Im Gegensatz zu den beiden Extremen BaCBMS5 und TrCBM1, wies BaCBM2 nicht nur
eine groRRere Kontaktflache auf, sondern auch ein ausgezeichnetes Verhaltnis von
hydrophoben und polaren Interaktionen. Dies fiihrte zu einer geringen Energie in silico (Abb.
3.8 B) und passte sehr gut zu der detektierten PET-Bindung in vitro. Auch in der Literatur
wurde bereits neben den hydrophoben Interaktionen lber die Wichtigkeit von Wasserstoff-
briickenbindungen zwischen Aminosaureresten von CBMs und Esterbindungen in PET

berichtet (Zhang et al., 2013). Hierzu wurde die Hypothese aufgestellt, dass der Austausch
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W68Y in CBMcena in Fusion mit einer Cutinase, zu einer verbesserten PET-Bindungskapazitat
des Fusionsproteins durch die Bildung einer neuen Wasserstoffbriickenbindung zwischen der
Hydroxylgruppe von Tyrosin und PET fihrte (Zhang et al., 2013). Des Weiteren wurde in den
MD-Simulationen mit TrCBM1 festgestellt, dass Konformationsanderungen durch Bindung der
PET-Oberflache stattfinden kénnen, da sich TrCBM1 von einem unstrukturierten Peptid in
Wasser zu einem gefalteten Peptid an der PET-Oberflache umformte. Dies bestatigte ahnliche
Ergebnisse vorheriger Studien, bei denen sich die Proteinstrukturen signifikant unterschieden,
je nachdem, ob sie sich in Wasser oder in der Nahe einer Grenzflache befanden (Mabry et al.,
2015; Zhuang et al., 2011). Solch ein Verhalten wie das von TrCBM1 kann eine grof3e
Herausforderung bei der Konstruktion verbesserter CBM-Varianten darstellen, da die

Kontaktflache mit PET bei solchen Peptide nur schwer vorhergesagt werden kann.

4.3 Nachweis und Quantifizierung von gebundenen Peptiden an

synthetischen Polymeren

Eine Voraussetzung fur die Anwendung von Peptiden, die synthetische Polymere binden, ist
die qualitative und quantitative Analyse der Bindeaffinitat. Um die Affinitat von potentiell PET-
oder PP-bindenden Peptiden nachzuweisen sowie die PET-Affinitat von generierten Varianten
zu quantifizieren, wurden in dieser Arbeit verschiedene Methoden eingesetzt. Diese wurden
teilweise neu entwickelt oder speziell fur die Fragestellung etabliert und tragen zur Erweiterung
des Repertoires an Methoden fiir die Protein-Polymer Forschung bei. Die Untersuchung von
PET-bindenden Peptiden erfolgte in Fusion mit einem Fluoreszenzmarker, der sowohl zur
Verfolgung des Peptids wahrend des Aufreinigungsprozesses als auch ohne Peptid als
Negativkontrolle diente. Ferner ermoglichte der Fluoreszenzmarker den Strep-tag® Il bei jedem
Konstrukt an die gleiche Aminosauresequenz anzuhangen, sodass dieser im ,PET Surface
Affinity Assay* stets gleich gut fur die Strep-Tactin® gekoppelte Alkalische Phosphatase
zuganglich war.

Auf Grundlage der Strep-tag® II-Detektionstechnologie kdnnen im ,PET Surface Affinity Assay*
(vgl. 3.1.3) markierte Proteine auf synthetischen Oberflachen nachgewiesen werden. Mit einer
auf einem ahnlichen Prinzip basierenden Nachweismethode wurde beispielsweise auch die
Enzymadsorption einer PET-hydrolysierenden Cutinase untersucht (Ribitsch et al., 2013). Das
hier entwickelte Testverfahren des ,PET Surface Affinity Assays‘ ermdglicht eine hoch
spezifische Detektion und eine schnelle Untersuchung einer Vielzahl von Proben. Daher eignet
sich die Methode, um die Affinitat von zu untersuchenden Proteinen gegenulber synthetischen
Polymeren, in diesem Fall PET, mit geringem Aufwand zu evaluieren. Neben der qualitativen
Bestimmung kénnen Affinitdten zudem semi-quantitativ eingeordnet werden, da die auf die
PET-Folie aufgetragene Proteinmenge proportional zur Intensitat des Output-Signals auf der

Membran ist. Jedoch kénnen Output-Signale unterschiedlicher Membranen nicht quantitativ
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miteinander verglichen werden. Wie sich herausstellte, eignete sich der Test sehr gut, um in
einer ersten Durchmusterung CBM-Kandidaten mit PET-Affinitat zu identifizieren und trug
daher wesentlich zum Erfolg des Vorhabens bei (vgl. 3.1.4). Die PET-Affinitaten der rational
zusammengestellten CBMs verschiedener Familien und Organismen konnten im Rahmen
dieses Versuchsaufbaus zwar nicht quantifiziert werden, dies war aber auch fur die Ermittlung
des geeignetsten Kandidaten nicht erforderlich. Besonders positiv fiel das BaCBM2-
Fusionsprotein auf, da es nicht nur eine deutliche PET-Affinitatim ,PET Surface Affinity Assay*
zeigte, sondern zusatzlich eine gute Produzierbarkeit aufwies und im Gegensatz zu anderen
CBM-Fusionsproteinen, die auch an PET gebunden haben, stabil vorlag (vgl. ucCBM10,
Abb. 3.3). Dies kennzeichnete BaCBM2 als interessanten Kandidaten flir die
biotechnologische Anwendung in der Industrie, bei der die Verzahnung von Produzierbarkeit,
Stabilitat und Aktivitat essentiell wichtig ist (Adrio und Demain, 2010; Palomares et al., 2004).
Ein semi-quantitativer Vergleich von PET-Affinitdten der CBMs wirde zunachst die
Anreicherung einiger CBM-Fusionsproteine in hoheren Konzentrationen erfordern, was eine
Herausforderung darstellt. Allerdings wirde sich auch dann die Frage stellen, inwiefern die
Output-Signale des ,PET Surface Affinity Assays” miteinander verglichen werden kénnen und
nach welchen Kriterien die Proben aufgetragen werden sollten, da unklar ist, ob nur die
Volllangenproteine oder auch abgebaute Peptide (vgl. CBMs der Familie 10) binden. Dariber
hinaus mussten die ermittelten PET-Affinitaten durch mehrfache Wiederholungen mit neu
aufgereinigten Proteinfraktionen verifiziert werden. In diesem Zusammenhang kénnten auch
gréRere Mengen der Peptide TrCBM1, BaCBM5 und PaCBM10, die hier als ,nicht-bindend*
klassifiziert wurden, aufgetragen werden, wodurch womdglich doch eine Affinitat zu PET
nachweisbar ware. Fur die anwendungsbezogene Fragestellung in dieser Arbeit war dies
jedoch irrelevant, da Peptide mit moglichst hoher PET-Affinitat identifiziert werden sollten.
Neben dem Nachweis von CBMs auf einer PET-Oberflache konnte der ,PET Surface Affinity
Assay” nach leichter Modifizierung des Protokolls ebenfalls dazu genutzt werden, die Affinitat
von cLCI-Strepll zu PP zu verifizieren. Dies zeigt deutlich die Variabilitdt der etablierten
Methode und erlaubt es die Affinitat verschiedener Proteine und Feststoffe zu untersuchen.

Nach dem qualitativen Nachweis von PET-Bindeeigenschaften der Peptide stellte die
Quantifizierung der PET-Affinitdt von Varianten eines ausgewahlten Peptids eine
Herausforderung dar. Als zu untersuchender Kandidat wurde BaCBM2 herangezogen, da es
als vielversprechendstes Bindepeptid zur Funktionalisierung von PET angewendet werden
sollte und daher Varianten mit verbesserter PET-Affinitat von Interesse waren. Zusatzlich
wurden Varianten mit potentiell geringerer PET-Affinitat entwickelt, um die Beteiligung der
aromatischen Aminosauren bei der Interaktion mit PET zu validieren. Zunachst wurde der
.PET Surface Affinity Assay” angewendet, welcher semi-quantitative Aussagen uber die PET-

Affinitat der Varianten lieferte. Wie erwartet, wiesen die Varianten.q geringere PET-Affinitaten
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als der WT auf. Dies stimmte mit den Erkenntnissen aus den MD-Simulationen und dem
Tryptophan-Quenching Experiment Uberein, welche auch eine entscheidende Rolle der
exponierten Tryptophane bei der Interaktion mit PET zeigten. Eine PET-Affinitat war aber
dennoch messbar und kdnnte Uber polare Interaktionen von hydrophilen Bereichen des CBMs
mit PET erklart werden. Diese traten bei den MD-Simulationen zwischen BaCBM2 und PET
auf (vgl. 3.1.5.1, 4.2) und sind auch fir eine effektive Bindung von CBMs der Familie 2a zu
kristalliner Cellulose beschrieben (McLean et al., 2000). Unter den Varianten,:: konnte die
BaCBM2_S11R_D45N-Bs2-Strepll Variante mit erhdhter PET-Affinitat identifiziert werden. Die
ausgetauschten Aminosauren scheinen wie erwartet als Wasserstoffbriicken-Donoren zu
fungiert und auf diese Weise die Interaktion gestarkt zu haben. Die anderen konstruierten
Variantenqpt wiesen im ,PET Surface Affinity Assay* keine verbesserte PET-Affinitat auf. Das
Ergebnis der W63Y-Variante steht im Widerspruch zur Literatur, bei der die Fusion aus
CBMcena mit vergleichbarem Austausch und einer Cutinase zu einer erhéhten PET-Hydrolyse
aufgrund einer gesteigerten PET-Affinitat fihrte (Zhang et al., 2013). Hier kénnte es sein, dass
sich die Optimierung nicht auf ein anderes CBM der Familie 2 Gbertragen lasst, sondern flr
jedes CBM individuell evaluiert werden muss. Eine weitere Mdglichkeit ware, dass der ,PET
Surface Affinity Assay” nicht ausreichend sensitiv zur Detektion solcher geringen Differenzen
in der PET-Affinitat ist. Bei den weiteren Varianteno,: wurden, auf Basis der Kontaktkarte von
BaCBM2 mit PET, Tryptophane in die Aminosauresequenz eingeflihrt. Inwiefern die
beobachteten, geringeren bzw. nicht erhdhten Output-Signale gegeniiber dem WT auf eine
reduzierte PET-Affinitat hindeuteten, war nicht eindeutig zu bestimmen. Die Stabilitat der
Proteinstrukturen kénnte durch die Proteinmodifizierung verandert worden sein und die PET-
Affinitat negativ beeinflusst haben. Unterstitzt wird diese Hypothese durch die SDS-PAGE
Analyse mit leichten Abbaubanden in den Proteinfraktionen (Abb. 3.11). Weiter kdnnten die
daraus resultierenden, leicht voneinander abweichenden Reinheitsgrade der verglichenen
Proben einen Einfluss auf die detektierte Affinitat gehabt haben. Um dies zu uberprifen,
koénnte Uber andere Aufreinigungsverfahren der Reinheitsgrad der Volllangenproteine erhoht
und somit angeglichen werden. Hierzu konnte beispielsweise eine GrofRenausschluss-
chromatographie angewendet werden (Hong et al., 2012). Dennoch erlaubte die Untersuchung
der BaCBM2-Varianten im ,PET Surface Affinity Assay” erste Tendenzen der PET-Affinitaten
zu bestimmen. Dies unterstreicht, dass mit dieser Methode einfach und schnell erste
Aussagen getroffen werden kénnen. Zugleich konnten so die Grenzen der Methode ermittelt
werden. In diesem Zusammenhang zeigte sich, dass fiir eine angemessene Signalstarke die
Proteinlésung sehr stark verdinnt werden muss. Durch Verdinnungsfehler kann somit eine
erste Fehlerquelle entstehen. Hinzu kommt, dass die Proteinkonzentrationsbestimmung durch
den Bradford-Test womdglich zu ungenau fir den schlussendlichen Vergleich von applizierten

Mengen im pmol-Bereich ist. Weitere Fehlerquellen kdnnen in der densitometrischen Analyse

108



Diskussion

der Output-Signale und der nicht exakt gleichen Inkubationszeit der Proteine auf der PET-Folie
liegen. All diese Faktoren sind Messungenauigkeiten, welche zu Schwankungen in den
Ergebnissen fihren kénnen und hdéchstwahrscheinlich auch Grinde fir die
Standardabweichung von 7,5 % bei den Output-Signalen von Triplikaten aufgereinigter
Proteinfraktionen des BaCBM2-Fusionsproteins waren. Aufgrund dessen konnten BaCBM2-
Varianten mit geringeren Unterschieden in der PET-Affinitat nicht identifiziert werden.

Um feinere Unterschiede in den PET-Affinitaten zu detektieren, wurde als weitere
Messmethode die MicroScale Thermophorese herangezogen, welche in dieser Arbeit erstmals
fur Proteininteraktionsstudien mit PET-Nanopartikeln eingesetzt wurde und daher zunachst die
Etablierung eines Messsystems erforderte. Wie sich herausstellte, eigneten sich weder Bs2
noch eGFP als fusionierte Fluoreszenzmarker an BaCBM2 fiir die Methode. Bei Bs2 passte
das Fluoreszenzspektrum nicht optimal zum Filterset des Messgerats und bei eGFP war die
heterologe Expression des Genkonstrukts BaCBM2-eGFP-Strepll schwierig. Ein neuer Ansatz
kénnte sein, das BaCBM2 ohne Fusion eines Fluoreszenzproteins zu verwenden, sondern es
mit einem flr das Filterset passenden Farbstoff, beispielsweise Alexa Fluor® 488, zu
markieren. Dieser konnte bereits in mehreren MicroScale Thermophorese Studien erfolgreich
genutzt werden (Ciric et al., 2015; Jerabek-Willemsen et al., 2011; van den Bogaart et al.,
2012). Dadurch kénnten nicht nur wesentlich weniger Protein, sondern auch weniger PET-
Nanopartikel eingesetzt werden. Zugleich ware dies von Vorteil, da der Einsatz der PET-
Nanopartikelsuspension eine Fehlerquelle des Messsystems darstellen kdnnte. Es konnte
nicht ausgeschlossen werden, dass sich Restlosungsmittel in der PET-Nanopartikel-
suspension befand. Dieses konnte bei der Titration in unterschiedlichen Konzentrationen in
den einzelnen Messproben zurlickgeblieben sein und die Messung beeinflusst haben.
Weiterhin konnte die GroRenverteilung der PET-Nanopartikel zu inhomogen gewesen sein.
Dartber hinaus war es nicht moglich die Proben, wie empfohlen, vor ihrer Messung zu
zentrifugieren um potentiell stérende Agglomerate zu entfernen, da dann auch die PET-
Nanopartikel sedimentierten. Auch Bestandteile des Messpuffers kdnnten mit den PET-
Nanopartikeln reagiert und zu einem instabilen System beigetragen haben. Daher sollte bei
der weiteren Etablierung auch die Zusammensetzung des Messpuffers optimiert werden.
Zusatzlich wurde Uber das Tryptophan-Quenching versucht, die PET-Affinitat der BaCBM2-
Varianten zu quantifizieren, da die Methode bereits fir den WT etabliert und erstmalig eine
Dissoziationskonstante bestimmt werden konnte. Dissoziationskonstanten konnten fur die
Varianten mit Hilfe dieser Methode jedoch nicht ermittelt werden. Die Interpretation der
spektroskopischen Daten war nicht eindeutig und wird auch in der Literatur als
Herausforderung beschrieben, da viele Faktoren zu photophysikalischen Veranderungen
beitragen kénnen (Ghisaidoobe und Chung, 2014). Das Emissionsmaximum und die Intensitat

der Tryptophan-Fluoreszenz werden sehr stark von der Polaritat der Mikro-Umgebung
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beeinflusst (Ghisaidoobe und Chung, 2014), welche in diesem Messsystem durch die
Einfuhrung oder die Entfernung von Tryptophanen verandert wurde. Wie bereits beim ,PET
Surface Affinity Assay” angemerkt, konnte auch die individuelle Stabilitat der Varianten eine
Rolle gespielt haben und sollte in Folgestudien Uberprift werden.

Wie sich zeigte, erfordert also die Quantifizierung der PET-Affinitat von Peptiden zunachst eine
intensive Etablierung von Methoden, wobei neben den in dieser Arbeit angewendeten
Techniken noch Weitere zur Beantwortung der Fragestellung getestet werden konnten.
Beispielsweise erlaubt die Quarzkristall-Mikrowaage geringe Massenunterschiede des
Quarzkristalls (Bsp. durch die Adsorption von Proteinen) Uber die Veranderung der
Resonanzfrequenz zu bestimmen (Sauerbrey, 1959). Auf diese Weise konnten bereits
unterschiedliche Massen der Cutinase Thc_Cut1 allein oder in Fusion mit dem CBMcgr1 auf
PET-beschichteten Kristallen gemessen werden (Ribitsch et al., 2013). Weiter ermdéglichen die
Biacore® SPR (Surface Plasmon Resonance)-Systeme, die Bindungskinetik von einem
immobilisierten Ligand auf einer Sensoroberflache und einem mobilen Analyt zu messen und
wurden auch schon zur Charakterisierung von CBMs verwendet (Cockburn et al., 2015;
Nielsen et al., 2009; Ruzanski et al., 2013). Dazu kénnten die zu untersuchenden CBMs Uber
ihre Amin-/ Carboxylgruppe kovalent an eine Sensoroberflache gebunden werden und die
PET-Nanopartikel als Analyt fungieren. Da jedoch fiir jede CBM-Variante ein neuer Chip
verwendet werden miusste, ware dies eine kostspielige Methode. Auch die Isotherme
Titrationskalorimetrie (ITC) wurde bereits zur Untersuchung von CBM-Ligand Bindungen
eingesetzt (Boraston, 2005; Cuyvers et al., 2012; Guo und Catchmark, 2013; Zhang et al.,
2015). Mit dieser Messmethode kann die Bindungsaffinitdt und Thermodynamik
markierungsfrei und ohne Immobilisierung eines Interaktionspartners bestimmt werden. Sie
basiert auf der Messung von Warme, die bei biomolekularen Wechselwirkungen abgegeben
oder aufgenommen wird. Soweit bekannt, wurden PET-Nanopartikel noch nicht mit dieser
Methode verwendet, jedoch wurden ITC-Messungen mit Nanopartikeln aus Gold und
Titan(IV)-oxid durchgefiihrt (Joshi et al., 2004; Loosli et al., 2015). Dies lasst vermuten, dass
sich die ITC vom technischen Standpunkt aus auch fir Messungen mit Nanopartikeln aus PET

eignet.

4.4 Produktion der PP- und PET-bindenden Peptide

Fir die industrielle Realisierung eines Produkts und so auch fur die biotechnologische
Anwendung von Peptiden mit Affinitdt zu synthetischen Polymeren ist der wirtschaftliche
Aspekt entscheidend, welcher stark von der Produzierbarkeit der Peptide abhangig ist (Li,
2011; Palomares et al.,, 2004). Als essentieller Faktor ist hierbei ein geeignetes
Expressionssystem zu nennen, mit dem die Peptide in zufriedenstellender Ausbeute

hergestellt werden kénnen (Gecchele et al., 2015). Neben der Produktivitat sind bei der Wahl
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eines geeigneten Systems zusatzliche Anforderungen wie Proteingrofie, intrazellulare
Lokalisation bzw. Sekretion oder posttranslationale Modifikationen zu beachten (Berlec und
Strukelj, 2013; Parachin et al., 2012). AuRerdem miissen praktikable Aufreinigungs- und
Verfahrensprozesse etabliert werden. Aus diesen Grinden wurde nach geeigneten
Herstellungsverfahren fir das PET-bindende BaCBM2 sowie fur das PP-bindende LCI gesucht
und entsprechend etabliert. Die beiden Peptide eint, dass sie klein sind (< 10 kDa) und eine
Affinitat zu synthetischen Polymeren aufweisen, sodass sie potentiell auch Material im
Verarbeitungsprozess binden kénnen. Die Auswahl geeigneter Gefalde kann daher dazu
beitragen, den ungewollten Verlust der Peptide zu vermeiden (Goebel-Stengel et al., 2011).
Zudem wurde beiden Peptiden zur chemischen Verknipfung von funktionalen Bausteinen ein
Cystein an den N-Terminus sowie zur Detektion und Aufreinigung ein Strep-tag® Il
angehangen.

Zur ldentifizierung eines geeigneten Produktionssystems fir BaCBM2 wurde die Expression
des Genkonstrukts in drei Organismen untersucht. B. subtilis kam als Wirt in Frage, da das
BaCBM2 aus der Gattung Bacillus stammt und B. subtilis fir die Produktion von extrazellularen
Proteinen sehr gut etabliert ist (Schallmey et al., 2004). Hierbei kénnen Zielproteine direkt ins
Medium sekretiert werden, wodurch ein kurzes DSP ermdglicht wird (Morello et al., 2008). Fir
die Sekretion von Zielproteinen Uber den Sec-Weg von B. subtilis werden diese an ein
Signalpeptid fusioniert, welches fiir die effiziente Translokation durch die Membran eine
zentrale Rolle spielt (Brockmeier et al., 2006). Allerdings variiert die Sekretionseffizienz je nach
Signalpeptid und die optimale Kombination aus Signalpeptid und Zielprotein muss stets
individuell ermittelt werden (Brockmeier et al., 2006). Da ein globales Instrument zur rationalen
Vorhersage eines passenden Signalpeptids bis jetzt nicht beschrieben wurde, muss ein
geeignetes Signalpeptid empirisch identifiziert werden (Degering et al., 2010). Daher wurden
in diesem Fall zehn Signalpeptide, welche in vorherigen Studien erfolgreich zur Sekretion
rekombinanter Proteine eingesetzt wurden, mit der Zielproteinsequenz fusioniert (personliche
Mitteilung, Christian Degering, evoxx technologies GmbH). Unter den untersuchten
Bedingungen konnte jedoch keine zufriedenstellende BaCBM2-Ausbeute im Kulturiberstand
nachgewiesen werden. Hier kdnnte eine umfangreichere Durchmusterung von Signalpeptiden
durchgefihrt werden, um ein passendes Signalpeptid flir BaCBM2 zu finden. Um eine
Kennzahl zu nennen, konnte beispielsweise die Sekretion der Protease BPN' aus
B. amyloliquefaciens nach Durchmusterung von 173 B. subtilis Signalpeptiden und 220
B. licheniformis Signalpeptiden optimiert werden (Degering et al., 2010). Des Weiteren wurde
die Produktion von BaCBM2 in P. pastoris unter Verwendung des kommerziellen pGAPZa-/
pPICZa-Vektorsystems untersucht, bei dem Zielproteine durch Fusion mit dem Signalpeptid
des a-Faktors aus S. cerevisiae sekretiert werden kdnnen. Diese Expressionsplattform ist

ebenfalls sehr gut untersucht und wird haufig fur die Produktion von Proteinen angewendet
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(Damasceno et al., 2012; Prielhofer et al., 2013). In diesem Fall stellte sich jedoch heraus,
dass das BaCBM2 auf dem Sekretionsweg glykosyliert wurde und die Glykosylierung die PET-
Affinitat beeintrachtigte. Ein vergleichbarer Effekt wurde schon fir ein CBM der Familie 2
beobachtet, bei dem die Affinitat zu kristalliner Cellulose durch den Anhang von N- und O-
Glykanen bei heterologer Expression in P. pastoris stark herabgesenkt wurde (Boraston et al.,
2001). Zur industriellen Produktion des BaCBM2 mit P. pastoris sollte daher Uberprift werden,
wie effizient das BaCBM2 mittels Endo-Glykosidasen deglykosyliert werden kann und ob sich
die PET-Affinitdt von de- und unglykosylietem BaCBM2 unterscheidet. Weiterhin gilt zu
kalkulieren, ob der Einsatz von Endo-Glykosidasen wirtschaftlich ist. Zur Vermeidung der
Glykosylierung kénnten die beiden vorhergesagten N-Glykosylierungsstellen mutiert werden.
Aufgrund der veranderten Aminosauresequenz musste dann aber die PET-Affinitat erneut
bestatigt werden. Eine andere Option ware, die Expression von BaCBM2 in dem
phytopathogenen Basidiomyceten Ustilago maydis durchzuflihren, mit dem Zielproteine Gber
einen unkonventionellen Sekretionsweg aus der Zelle exportiert werden kénnen. Dieser
umgeht das Endoplasmatische Retikulum, sodass Proteine trotz N-Glykosylierungsstellen
nicht glykosyliert werden (Feldbriigge et al., 2013; Sarkari et al., 2014; Stock et al., 2012;
Terfrichte et al., 2017). Die Synthese von BaCBM2 in E. coli flihrte zur Bildung von
Einschlusskérpern, welche unlésliche Aggregate aus fehlgefalteten Proteinen ohne
biologische Aktivitdt darstellen und eine Prozedur aus Solubilisierung, Rlckfaltung und
Aufreinigung erfordern, um aktives Protein zu erhalten (Singh und Panda, 2005; Villaverde und
Mar Carrid, 2003). In einer ersten Machbarkeitsstudie konnte hier auf diese Weise gefaltetes
und funktionales BaCBM2 erhalten werden. Die Ausbeute lag bei ca. 56 mg/L Peptid in
Einschlusskérpern, wovon tiber 90 % renaturiert werden konnten. Ahnlich ist die Produktion
eines CBMs aus dem humanen Laforin-Protein beschrieben, welches unter Verwendung
verschiedenster Expressionswirte und -systeme nicht synthetisiert werden konnte, allerdings
I6slich und funktional durch die Ruckfaltung aus Einschlusskdrpern gewonnen werden konnte
(Moreira et al., 2010). Die Bildung von Einschlusskoérpern bei der CBM-Synthese in E. coli war
nicht verwunderlich, da gerade stark Uberexprimierte, heterologe Genprodukte, die zudem
einen stark hydrophoben Charakter zeigen, besonders anféllig fur die Aggregatbildung sind
(Mitraki et al., 1991; Singh und Panda, 2005). Da die Rickfaltung aus Einschlusskérpern auch
fur industrielle Prozesse gut beschrieben ist und einige Optionen zur Optimierung zur
Verfigung stehen (Clark, 2001; Singh und Panda, 2005), bestehen gute Chancen ein
optimiertes E. coli Produktionssystem fiir BaCBM2 zu entwickeln. Darlber hinaus kbnnte die
IPTG-Konzentration und der Zeitpunkt, zu dem es der Kultur zugefihrt wird, optimiert werden,
da dies wichtige Parameter fur den Produktbildungsprozess sind (Berrow et al., 2006;
Donovan et al., 1996). Zwar wurde in diesem Fall mit in der Literatur beschriebenen

Orientierungswerten gearbeitet, jedoch ist das Induktionsoptimum stets abhangig vom
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verwendeten Stamm, dem Expressionsplasmid sowie dem Zielgen (Berrow et al., 2006;
Donovan et al.,, 1996; Rahmen et al.,, 2015). Kuirzlich wurde eine Licht-induzierte
Genexpression mit photo-gesperrtem IPTG beschrieben, welche es erlaubt ein Induktionsprofil
im Hochdurchsatzformat zu erstellen (Wandrey et al., 2016). Diese Methode kdnnte dazu
eingesetzt werden, die optimalen Induktionsparameter fur die Genexpression von BaCBM2 in
E. coli zu finden und das Peptid vielleicht auch in der I6slichen Form zu erhalten. Dartber
hinaus koénnte die Loéslichkeit der Proteine durch eine niedrigere Kultivierungstemperatur,
durch Fusion mit einem Loslichkeitstag (z. B. SUMO-Tag) oder durch die Co-Synthese von
Chaperonen erhéht werden (Costa et al., 2014; de Marco et al., 2007; Francis und Page, 2010;
Sagrensen und Mortensen, 2005b). Aus diesen Griinden sollte die weitere Etablierung eines
grofdtechnischen Herstellungsverfahrens fir BaCBM2 mit E. coli als Expressionswirt
durchgefiihrt werden.

Eine weitere Herausforderung war, einen geeigneten Herstellungsprozess auf Basis eines
mikrobiellen Expressionssystems flr das PP-affine Peptid LClI zu etablieren, da es
antimikrobielle Eigenschaften aufweist (Gong et al., 2011; Liu et al., 1990; Parachin et al.,
2012). Beschrieben wurden antimikrobielle Aktivitaten gegenlber den zwei Gram-negativen
Bakterien Pseudomonas solanacearum und Xanthomonas campestris pv. oryzea (Liu et al.,
1990). Gegenlber E. coli, dem meist verwendeten Expressionswirt fir AMPs, war keine
antimikrobielle Wirkung bekannt und E. coli wurde auch schon zur heterologen Expression des
Ici-Gens verwendet. In zwei Studien wurde beschrieben, dass das LCI mit E. coli DH5a in
gro3en Mengen produziert werden konnte (Gong et al., 2011; Zhu et al., 2001). Allerdings
wurden weder die Expressionssysteme noch die LCI-Ausbeuten im Detail erlautert. Des
Weiteren wurde im Rahmen des ,FuPol“-Projekts durch Kooperationspartner das LCl in Fusion
mit eGFP in E. coli BL21 (DE3) Gold Zellen synthetisiert, sodass ausreichende LCI-Mengen
zur Funktionalisierung von PP im Labormalstab bereit gestellt werden konnten (Ribsam et
al., 2017). Das System eignet sich jedoch héchstwahrscheinlich nicht, um gréRere Mengen
des antimikrobiellen Peptids fir ein groRtechnisches Farbeverfahren zu produzieren. Daher
wurde in dieser Arbeit Uberprift, ob die LCI-Ausbeute durch ein optimiertes E. coli
Expressionssystem gesteigert werden kann. Die verwendeten Systeme sollten einerseits die
Toxizitat durch Protein Trans-SpleiRen oder Veranderung der Ldslichkeit umgehen. Eine
Strategie war die Lo6slichkeit durch Fusion mit dem Carrier-Protein MBP zu verbessern,
wohingegen die Fusion mit dem selbst-assemblierenden Peptid ELK16 die Proteinaggregation
beglnstigen sollte (Li, 2011). Andererseits sollten die Systeme zu einer mdglichst hohen LCI-
Ausbeute flihren. Deswegen wurde das MBP mit repetitiven LCI-Sequenzen fusioniert wie es
beispielsweise auch schon fir das Indolicidin in Fusion mit dem Carrier-Protein Thioredoxin
gemacht wurde (Morin et al., 2006). Die Anzahl der Wiederholungssequenzen wurde auf drei

festgelegt, da hohe Kopienzahlen (lUber vier) die Expressionsrate vermutlich verursacht durch

113



Diskussion

Transkriptinstabilitat deutlich verringern kénnen (Gaiser et al., 2011; Kim et al., 2006; Li, 2011).
Auch wurden mehrere DNA-Sequenzen des Ici-Gens in einer Operonstruktur exprimiert.
Sowohl die Expression in Konkatemeren als auch die Fusion mit Carrier-Proteinen sowie der
Einsatz von Inteinen wurde fir die Produktion von AMPs beschrieben und in dieser Arbeit in
ahnlicher Form eingesetzt (Hara und Yamakawa, 1996; Kim et al., 2006; Morassultti et al.,
2005; Morin et al., 2006; Parachin et al., 2012; Wang et al., 2012). Eine ausreichende LCI-
Ausbeute konnte bei diesen Systemen jedoch nicht detektiert werden. Bei jedem System kann
Uber individuelle Ursachen diskutiert werden. In der Gesamtheit deuten die Ergebnisse aber
an, dass das Ici-Gen nicht gut in E. coli exprimiert werden kann und dass das Genprodukt sich
woma@glich auch antimikrobiell gegen den Gram-negativen Organismus E. coli richtet. Da das
LCI urspriinglich aus B. subtilis AO14 stammt und keine antimikrobielle Wirkung gegenuber
Gram-positiven Bakterien beschrieben wurde (Liu et al., 1990), wurde Uberprift, ob das LCI
mit der oben beschriebenen B. subtilis Expressionsplattform synthetisiert und sekretiert
werden kann. Um die Zielproteinausbeute zu erhéhen, wurde das /ci-Gen hierzu in einer
trimeren Konkatemerstruktur exprimiert, wie es bereits als Strategie zur Produktion einiger
AMPs durchgefihrt wurde (Kim et al., 2006; Morin et al., 2006; Park et al., 1998). Auf diese
Weise konnten 8,8 ug/L multimeres LCl aus dem Bacillus-Kulturiiberstand aufgereinigt
werden. Solch eine Ausbeute ist im Vergleich zu anderen AMPs, deren Gene ebenfalls in
konkatemeren Konstrukten exprimiert wurden, eher niedrig einzuordnen. Durch die Technik
konnten beispielsweise in E. coli 150 ug/L des monomeren Indolicidins oder 60 mg/L
monomeres Lactoferricin produziert werden (Kim et al., 2006; Morin et al., 2006). Die LCI-
Ausbeute war nicht ausreichend fir die grof3technische Farbung von synthetischen Fasern
und kann mehrere Grinde haben. Zur Konstruktion des Konkatemers wurden unter
Berucksichtigung der Codon-Usage synthetische DNA-Sequenzen generiert, bei denen nach
Moglichkeit die Codons variiert wurden. Auf diese Weise sollten Rekombinationen zwischen
den repetitiven Einheiten vermieden werden, da diese bei der Expression von konkatemeren
Genen auftreten kdnnen (Gigova et al.,, 1989). Hier kénnten dennoch unerwinschte
Rekombinationen stattgefunden haben. Weiter kdnnte die Codon-Usage fiur den Stamm
problematisch gewesen sein, beispielsweise aufgrund der Haufigkeit der zur Verfigung
stehenden tRNAs oder der Bildung von Sekundarstrukturen (Quax et al., 2015). Wie im oberen
Abschnitt bereits erwahnt, kdnnte zudem die Sekretionseffizienz aufgrund unpassender
Signalpeptide abgeschwacht worden sein (Brockmeier et al., 2006). Das Ergebnis passte auch
zu einer Literaturangabe, in der postuliert wurde, dass der Einsatz von konkatemeren
Strukturen allein (ohne Fusion mit einem Carrier-Protein) meist nicht zu hohen
Proteinausbeuten fiihrt (Li, 2011). Neben bakteriellen Systemen wurde die Synthese von LCI
auflerdem in eukaryotischen Expressionsplattformen untersucht, da AMPs sich meistens nur

gegen eine Klasse von Mikroorganismen richten (beispielsweise Bakterien oder Pilze) (Bahar
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und Ren, 2013). Die Synthese von LCI mit dem filamentdsen Pilz T. reesei war unter den
untersuchten Bedingungen nicht erfolgreich. Um die Expression zu verbessern, koénnte
zunachst die DNA-Sequenz fir T. reesei Codon-optimiert werden (Gaiser et al., 2011; Gao et
al., 2015). Weiter kénnten ein oder mehrere Introns in die DNA-Sequenz eingefiigt werden, da
diese Strategie die Expressionsrate des antimikrobiellen Defensins in filamentdsen Pilzen um
mehr als 50 % steigern konnte (Hoegenhaug et al., 2006). Hefen sind neben E. coli die
popularsten Expressionswirte fir AMPs und die Mehrheit der in Hefen rekombinant
hergestellten AMPs wurde in P. pastoris synthetisiert (Li und Chen, 2008; Parachin et al.,
2012). Mit P. pastoris war es moglich im Schuttelkolben sowohl durch eine Methanol-induzierte
als auch durch eine konstitutive Expression 32 mg/L bzw. 19 mg/L LCI zu erreichen. P. pastoris
stellte somit das erfolgreichste der untersuchten Expressionssysteme zur Produktion von
rekombinantem LCI dar. Darlber hinaus waren auch die LCI-Ausbeuten mit denen anderer in
P. pastoris produzierten AMPs vergleichbar. Beispielsweise wurden in P. pastoris bei
induzierter Expression 2,5 mg/L Antifungal Protein (AFP), 20 mg/L Cecropin A (Mdcec) oder
35 mg/L b-Defensin (msBD-1) synthetisiert (Jin et al., 2006; Lopez-Garcia et al., 2010; Zhao
und Cao, 2012). Folglich wurde die Pichia-Expressionsplattform fir die weiterfiihrende
Etablierung eines LCI-Herstellungsverfahrens im 7,5 L Fermenter-MaRstab verwendet. Um die
Exprimierbarkeit des Ici-Gens in P. pastoris initial zu Uberprifen, wurde die Genexpression
unter dem induzierbaren AOX1- sowie unter dem konstitutiven GAP-Promotor durchgefihrt.
Durch ein induzierbares System kann die anfangliche Zunahme der Biomasse ohne Synthese
des Zielproteins stattfinden (Prielhofer et al., 2013). Solch eine Trennung von Zellwachstum
und Produktionsphase beugt dem potentiell toxischen Effekt der Akkumulation des
rekombinanten Proteins auf Wachstum und Zellviabilitat vor (Prielhofer et al., 2013). Jedoch
ist der Einsatz von Methanol zur Induktion der Genexpression gerade bei Fermentationen im
grolen Malistab unvorteilhaft. Methanol ist ein hoch entzindlicher und gesundheits-
gefahrdender Alkohol, sodass Sicherheitsvorkehrungen fur den groftechnischen Einsatz
erforderlich sind (Ahmad et al., 2014; Prielhofer et al., 2013). Zudem flhrt die Verwendung von
Methanol wahrend der Fed-Batch Phase zu einer hohen Hitzeentwicklung, wodurch effiziente
und energieaufwendige Kihlsysteme bendtigt werden (Jungo et al., 2007). Weiter ist der
Sauerstoffbedarf bei Methanol héher als bei der Oxidation von Glycerin und der
Sauerstofftransfer ist gerade bei hohen Zelldichten von Pichia im Bioreaktor schwierig
(Jenzsch et al., 2004). Aus diesen Grinden wurde flir die Fermentationen in dieser Arbeit die
konstitutive Expression bevorzugt, zumal die LCI-Ausbeute im Schittelkolben nur wenig
geringer war als die der Methanol-induzierten Expression. Der gegenlber Kontrollen
unauffalligen Wachstumskurve nach zu urteilen, wies das antimikrobielle Peptid keine toxische
Wirkung gegeniber P. pastoris auf. In den durchgeflihrten Fermentationen konnte das LCI-

Produktionssystem erfolgreich auf einen gréReren Malistab lbertragen werden und die LCI-
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Ausbeute bereits durch initial angelegte Prozessparameter um das 36-fache auf 0,69 g/L
gesteigert werden. Durch Optimierung des Fermentationsprozesses kénnte die LCI-Ausbeute
mutmalllich nochmals gesteigert werden. Neben der Identifizierung eines geeigneten
Zulaufprofils kdnnten Medium, pH, Sauerstoffeintrag und Temperatur optimiert werden (Looser
et al., 2015; Zhang et al., 2007). Auch die Verwendung kontinuierlicher Kultivierungssysteme
mit permanenter Produktabtrennung ist hier denkbar (Weilnhammer und Blass, 1994).
Anzumerken ist jedoch, dass die eingestellten Parameter bereits zu sehr guten Werten der
Feuchtzellmassen (WCW ~ 400 g/L) fihrten. Diese wurden fir das verwendete Medium von
bis zu 450 g/L WCW beschrieben (Zhang et al., 2000). Des Weiteren kénnte der verwendete
Stamm optimiert werden. Uberdies sind neben dem GAP-Promotor noch weitere starke
Promotoren wie der TEF1-, der PGK1-, der GCW14-, der G1- und der G6-Promotor
beschrieben, durch welche Zielgene konstitutiv in P. pastoris exprimiert werden kénnen und
Potential zur Steigerung der konstitutiven Ici-Expression bieten (Ahn et al., 2007; de Almeida
et al., 2005; Liang et al., 2013; Prielhofer et al., 2013). Vorteilhaft kdnnte zudem sein, dass das
LClI die dominierende Bande in den SDS-Gelen analysierter Kulturiiberstdnde (von
Fermentationen und Schittelkolben-Anzuchten) war und dementsprechend sehr rein vorlag.
So gab es auch nur wenig Proteinhintergrund, der in die LCI-Schicht auf PP eingreifen konnte
(vgl. 3.2.3). Zu beachten ist jedoch, dass stark glykosylierte Proteine, wie es fir sekretierte
Proteine von P. pastoris der Fall ist, durch Coomassie Brilliant Blau in SDS-Gelen oft nicht
angefarbt werden koénnen (De Pourcq et al., 2010; Steinberg, 2009). Durch eine
Glykoproteinfarbung nach der ,Periodic Acid-Schiff“-Methode (Matthieu und Quarles, 1973),
wie sie fir Kulturiiberstéande von P. pastoris X-33-BaCBM2°4” durchgefiihrt wurde (Daten nicht
gezeigt), konnten weitere Proteine detektiert werden. Hierbei wurden Proteine sichtbar, die
groRer als 100 kDa waren. Ein ahnlicher Hintergrund wird auch fir den Kulturiiberstand von
P. pastoris X-33-LCI®*" vermutet. Um auszuschlieRen, dass das detektierte LCI durch Zelllyse
in das Kulturmedium gelangte, kdnnte zusatzlich ein spezifischer, immunologischer Nachweis
von intrazellularen Markerproteinen wie Aktin oder Tubulin durchgeflihrt werden. Eine hohe
Zelllyse war aber aufgrund der hohen Feuchtzellmassen nicht wahrscheinlich. Fir das
folgende DSP war es herausfordernd, dass LCI nicht zu verlieren, da es stark affin gegentber
Polymeren und damit auch gegentber den Materialien im Aufreinigungsprozess war. Durch
die Auswahl geeigneter Verarbeitungssysteme (2.3.3.3) war es jedoch mdglich, die
Fermentationsbriihe ohne erkennbaren Verlust des LCls aufzubereiten, so dass es zur
weiteren Evaluierung als Ankerpeptid fir die PP-Funktionalisierung eingesetzt werden konnte.
Da sich die Dialyse der Proben als wichtiger Verarbeitungsschritt flir eine homogene LCI-
Beschichtung von hydrophoben Oberflachen herausstellte, sollte in weiterfihrenden Arbeiten

ein groftechnisches Verfahren zur Entfernung von Verunreinigungen etabliert werden.
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4.5 Anwendungspotential der PP- und PET-bindenden Peptide

Die Funktionalisierung von synthetischen Fasern fir die Textilindustrie ist durch den
hydrophoben Charakter der Materialien herausfordernd (Pellis et al., 2016; Vertommen et al.,
2005; Zimmermann und Billig, 2011). Weiter besteht seitens der Industrie ein grof3es Interesse
an der Applikation von funktionalen Bausteinen auf Textilfasern, welche nicht bei hohen
Temperaturen verarbeitet werden kénnen. So weist beispielsweise die Veredelung von Fasern
mit TEMs die intrinsische Anforderung auf, die TEMs bei Temperaturen unter 80°C (Beispiel:
Expancel® Mikrospharen-Typ 031DU40, AkzoNobel N.V., Amsterdam, Niederlande) zu
behandeln, da diese sonst schon wahrend des Verarbeitungsprozesses expandieren. Auch
organische Pigmente sind hitzeinstabil und nur eingeschrankt bei den erforderlichen Hoch-
Temperatur-Verfahren von Kunststoffen einsetzbar (Herbst und Hunger, 2004). Ein neuartiger
Ansatz ist daher die Aufbringung solcher funktionalen Bausteine auf Textilfasern mittels
biobasierter Verfahren, welche Reaktionen bei Raumtemperatur ermdéglichen. Darlber hinaus
kénnen so Prozesse umweltfreundlicher und energieeffizienter gestaltet werden. Hierbei ist
die Idee, solche problematischen Module Uber Ankerpeptide mit Affinitdt zu synthetischen
Polymeren an Textilfasern zu binden (,FuPol-Projekt®). Allerdings ist auch bei dieser Bio-
Funktionalisierung eine chemische Reaktion fur die Verknlpfung der funktionalen Bausteine
mit den Ankerpeptiden notwendig, welche im Fall der TEM-Peptid Konjugation einen sauren
pH und im Fall der Pigment-Peptid Konjugation eine UV-Belichtung erfordert (persénliche
Mitteilung, Benjamin Stomps, Fraunhofer Institut fir Angewandte Polymerforschung IAP in
Potsdam, Prof. Dr. Boker, ,FuPol“Projektpartner). Daher wurde fir die PET-
Funktionalisierung im Rahmen dieser Arbeit zunachst gezeigt, dass das einzusetzende PET-
bindende Fusionsprotein cBaCBM2-Bs2-Strepll den erforderlichen, sauren Reaktions-
bedingungen der Konjugatsynthese standhalt. Die Konjugatsynthese selbst war erfolgreich
und wurde indirekt durch Mikroskopie einer TEM-funktionalisierten PET-Folie Uberprift. Die
deutlich héhere Anzahl der angehafteten TEMs auf der PET-Folie im Vergleich zu der von
TEMSs ohne Peptid lieR3 hier den Rickschluss einer erfolgreichen Verknipfung zu. Mit diesem
Versuch konnte erstmals das Potential von Polymer-bindenden Peptiden zur Fixierung von
TEMSs auf einer PET-Oberflache gezeigt werden. Zusatzlich zum mikroskopischen Nachweis
kénnte die Verknlpfung direkt mittels Ramanspektroskopie untersucht werden, durch welche
Veranderungen der Nitrilgruppen oder neuauftretende Peptidbindungen auf der Oberflache
der TEMs gemessen werden kénnten (Brandmiuller und Moser, 1962). Die beobachtete
Agglomeration der TEMs bei Anwendung des Konjugats auf der PET-Folie kénnte durch die
Ausbildung von Proteindimeren erklart werden. Das BaCBM2-Fusionsprotein lag aufgrund der
global verteilten Nitrilgruppen mutmallich auf der gesamten TEM-Oberflache vor und kdnnte
mit weiteren BaCBM2-Fusionsproteinen auf der Oberflache anderer TEMs interagiert haben.

Diese Hypothese wird durch eine Western Blot Analyse (Abb. 3.3 B) unterstitzt, bei der
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héchstwahrscheinlich Dimere von BaCBM2-Bs2-Strepll detektiert wurden und somit die
Fahigkeit zur Dimerbildung untermauert wurde. Ob die Agglomeration negativ fir das
Vorhaben ist oder sich sogar als positiver Effekt erweist, sollte in Anwendungsversuchen
gezeigt werden. Des Weiteren konnte die Anbindung des Konjugats an PET durch den ,PET
Surface Affinity Assay‘ bestatigt werden. Jedoch zeigte das Konjugat ein wesentlich
schwacheres Output-Signal als die Kontrolle (nur Fusionsprotein). Hierflr gibt es mehrere
mogliche Erklarungen. Zum einen kdnnte das Nachweisverfahren beeintrachtigt und der
Strep-tag® Il durch die TEMs nicht mehr so gut fiir die Alkalische Phosphatase zugénglich
gewesen sein. Zum anderen konnte die Proteinmenge, die zum Zeitpunkt der chromogenen
Detektion an PET gebunden war, deutlich verringert gewesen sein. Trotz gleich applizierter
Proteinmenge kdnnte die tatsachliche Anzahl der Proteinmolekiile, welche in Kontakt mit PET
kamen, reduziert gewesen sein, da viele Proteine auch an anderen Stellen der TEM-
Oberflache positioniert waren. Ein fir das Vorhaben weitaus negativerer Effekt kdnnte
aullerdem sein, dass sich gebundene Peptide wieder von PET geldst haben, da die PET-
Bindung durch eine sterische Hinderung geschwacht war oder das im Verhaltnis zum Peptid
wesentlich groRere und schwerere TEM mechanisch an der PET-Bindung gezogen hat. Diese
Optionen deuten an, dass in der Entwicklungsphase ein optimiertes Mengenverhaltnis von
Protein zu TEM ermittelt werden sollte. Dies trifft auch fir das Verhaltnis von Konjugat zu Faser
zu. Im weiteren Verlauf sollte auBerdem die Wirtschaftlichkeit dieses innovativen
Veredelungsverfahrens geprift und mit dem bestehender Verarbeitungsprozesse verglichen
werden. Zum Beispiel ist ein Verfahren beschrieben, in dem die zu funktionalisierenden Fasern
durch ein Bad mit Bindemittel und TEMs gezogen werden (Perera und Mauretti, 2010).
AnschlieRend werden in einem zweiten Bad oder bei Extrusion die mit TEM-beschichteten
Fasern mit einem thermoplastischen Polymer tberzogen (Perera und Mauretti, 2010). Durch
Erhitzung dieses Vorlauferprodukts expandieren die TEMs und dehnen den Uberzug aus
(Perera und Mauretti, 2010). Zusammenfassend konnte durch die Machbarkeitsstudie dieser
Arbeit erstmals das Potential PET-affiner CBMs zur Funktionalisierung von PET aufgezeigt
und noch ausstehende Untersuchungspunkte des Vorhabens identifiziert werden. Weiter
bestatigte die Studie, dass Uber dieses biologische Verfahren eine PET-Veredelung mit TEMs
ohne Expansion der Kapseln bei Raumtemperatur mdglich ist. Vorteile der Methode
gegeniber dem bestehenden Verfahren sind, dass keine umweltbelastenden Klebstoffe
eingesetzt und die Fasern nicht mit einem weiteren synthetischen Polymer tiberzogen werden
mussten.

Ebenso kénnen PP-affine Peptide zur Applikation von funktionalen Bausteinen auf PP
eingesetzt und so unter anderem bei der Entwicklung eines 6kologischen Farbeverfahrens von
PP-Fasern angewendet werden. Im Rahmen des ,FuPol*-Projekts kristallisierte sich das AMP

LCI als vielversprechendster PP-Bindekandidat flr diese Anwendung heraus, da es im
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Vergleich zu anderen PP-Bindepeptiden die starkste Bindung zeigte (Ribsam et al., 2017). Im
Hinblick auf die Anwendung war zudem relevant, dass es klein ist und in der nativen
Aminosauresequenz kein Cystein vorkommt, sodass Uber eine gezielte Cystein-Integration der
Ort der chemischen Konjugation von funktionalen Bausteinen bestimmt werden kann.
Entscheidend fur die weiterfihrende industrielle Anwendung von LCI war, dass im Rahmen
dieser Arbeit ein Expressionssystem (P. pastoris) zur Produktion von LCI im grof3eren
Mafstab identifiziert werden konnte. In diesem Zuge war es erforderlich die Anwendbarkeit
des in P. pastoris synthetisierten LCls als Ankerpeptid an PP zu verifizieren. Durch einen
qualitativen Nachweis von LCI auf einer PP-Folie, in Kombination mit der Messung einer
homogenen LCI-Schicht auf einer PP-simulierten Oberflache erwies sich das hergestellte LCI
weiterhin als geeignet. Hierbei zeigte sich, dass der Charakter der LCI-Schicht auf
hydrophoben Oberflachen von dem Reinigungsgrad der LCI-Probe abhangig war und eine
homogene Beschichtung mit dialysierten LCI-Proben erreicht werden konnte. Inwiefern die
Homogenitat der LCI-Schicht einen Einfluss auf die PP-Faserfarbung in Bezug auf
Pigmentverteilung und Bestandigkeit hat, wird in Anwendungsversuchen durch den
Industriepartner evaluiert. Zusatzlich kénnte Uberprift werden, ob die Simulation der PP-
Oberflache allein Uber den Grad der Hydrophobizitat ausreichend war oder ob weitere
Oberflacheneigenschaften von PP zur Affinitat von LCI beitragen.

Neben der Funktionalisierung von Textilfasern konnte in dieser Arbeit auch gezeigt werden,
dass Polymer-bindende Peptide prinzipiell in Nachweisverfahren fir Nanoplastik in wassrigen
Systemen angewendet werden kdnnen. Die hier entwickelte Methode erlaubt Nanoplastik aus
PET mit einem Durchmesser von ungefahr 100 nm in einem einfachen Messsystem ohne
teures Equipment im Mikrogramm-Bereich zu detektieren und bietet Entwicklungspotential fir
den Einsatz mit realen Umweltproben. Weiter ist denkbar, dass durch Verwendung von
Filtermembranen mit anderen Porengré3en auch Nanoplastikpartikel mit anderen GréRRen
detektiert werden kdnnen. Fir die Methodenentwicklung wurde mit Nanoplastik gearbeitet, das
im Labor kunstlich hergestellt wurde. Es bestand aus einem der weltweit meist produzierten
sowie in der Umwelt persistierenden Kunststoffe, PET und die Partikelgré3e befand sich per
Definition von Nanomaterialien (1—100 nm) im Nanomalfstab (Guebitz und Cavaco-Paulo,
2008; Klaine et al., 2012; Maddah, 2016; Wagner et al., 2014; Yoshida et al., 2016). Somit
stellte es von der Grofde her sehr gut eine Art von Nanoplastik dar, welche mutmalilich so oder
in ahnlicher Form in der Umwelt vorliegt. Der Einsatz genormter Nanopartikel ist auch gangige
Praxis fur Studien tber den Einfluss von Nanoplastik auf Organismen (Della Torre et al., 2014;
Ward und Kach, 2009; Wegner et al., 2012). Es ist jedoch zu beachten, dass das in der Umwelt
vorliegende Nanoplastik, héchstwahrscheinlich wie das Mikroplastik nicht nur in der Gréfe,
sondern auch in der Form, der Textur und dem Polymertyp sehr divers sein kann (Koelmans

et al., 2015; Syberg et al., 2015; Wagner et al., 2014). Daher muss gepruft werden, welche
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Arten von Nanoplastik mit diesem System detektiert werden kénnen. Eventuell bietet es sich
auch an einen Proteinmix einzusetzen, sodass unterschiedliche Polymere gebunden werden
kénnen. Auf dem jetzigen Forschungsstand ist das Methodenspektrum zur Probennahme,
Detektion und Quantifizierung von Nanoplastik sehr begrenzt (Mattsson et al., 2015).
Etablierte, analytische Methoden zur Detektion von Nanoplastik in Stf3- oder Meerwasser sind
bisher nicht beschrieben (Koelmans et al., 2015). Es stehen lediglich Methoden zur Verfuigung,
die bei laboratorischen Untersuchungen von Nanomaterialien im Allgemeinen genutzt werden.
Um die Anreicherung und Auswirkungen von Nanoplastik zu erforschen, wurden vor allem die
UV/Vis-Spektroskopie, Elektronenmikroskopie, Feld-Fluss-Fraktionierung oder dynamische
Lichtstreuungstechniken verwendet (Koelmans et al., 2015; Velzeboer et al., 2014; Wegner et
al., 2012). Das hier beschriebene Messsystem steht zwar erst am Anfang der Entwicklung,
stellt aber einen vielversprechenden, innovativen Ansatz zur Detektion von Nanoplastik dar
und unterstreicht, wie divers Polymer-bindende Peptide eingesetzt werden kdnnen.

Uber die untersuchten Anwendungen hinaus weisen PP- und PET-affine Peptide Potential auf,
in vielen weiteren Bereichen eingesetzt zu werden. Beispielsweise wurde in mehreren Studien
die Aktivitat von Cutinasen gegenuber Polyestern durch die Fusion von Bindemodulen
verbessert (Perz et al., 2015; Ribitsch et al., 2013; Zhang et al., 2013). Hierbei beschrankte
sich allerdings die Auswahl an Bindemodulen auf ein oder maximal zwei Peptide. Eine
ausgedehnte Studie, die evaluiert, welche Peptide sich besonders gut als PET-Bindemodule
eignen, wurde jedoch nicht beschrieben. In dieser Arbeit wurde eine Reihe an CBMs mit
Affinitat gegenlber PET identifiziert, welche die Bandbreite an potentiellen Bindemodulen fur
PET-Esterasen erweitert. Insbesondere BaCBM2 und ucCBM10 wurden sich als
Fusionspartner anbieten, da sie eine gute PET-Bindung im ,PET Surface Affinity Assay"
zeigten. DarlUber hinaus konnten Polymer-bindende Peptide, welche zusatzlich eine
gewlnschte, antimikrobielle Wirkung aufweisen als Beschichtung auf medizinischen
Gegenstanden Anwendung finden. Die Adhasion von Bakterien auf Materialien, die im
Gesundheitswesen zum Einsatz kommen, stellt ein Problem dar, da sie Biofilm-assoziierte
Infektionen auslésen kénnen (Glinel et al.,, 2009; Hetrick und Schoenfisch, 2006).
Immobilisierte AMPs kénnten hingegen einer Biofilmbildung vorbeugen, indem sie die Anzahl
lebender Mikroorganismen nach Kontakt mit dem beschichteten Material reduzieren (Costa et
al., 2011). Ein themenverwandtes Anwendungsfeld kénnten die PP- und PET-affinen Peptide
in der Entwicklung von innovativen Lebensmittelverpackungen finden. In der Lebensmittel-
industrie wachst stetig das Interesse an einer effizienten Lebensmittelkonservierung, der
Qualitatserhaltung und der Sicherheit (Malhotra et al., 2015). Speziell Verpackungen, welche
die Haltbarkeit verlangern riicken dabei in den Fokus. Peptide mit Affinitdt gegeniber
synthetischen Polymeren kénnten zur Beschichtung des Verpackungsmaterials eingesetzt

werden, Uber die dann antimikrobielle Wirkstoffe auf der Verpackungsoberflache positioniert
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werden konnten (Karam et al., 2013). Als letztes Beispiel kdnnten die Peptide in Klebstoffen
eingesetzt werden, um die Haftung an hydrophobe Oberflachen zu verstarken. In der
Klebstoffentwicklung spielen Bioklebemittel sowie die biomimetische Entwicklung von
Klebstoffen bereits eine groRe Rolle und fanden bereits Anwendung in der Entwicklung von
,Unter-Wasser-Klebstoffen* (Kamino, 2013; Kaplan et al., 2003; Stewart, 2011).

4.6 Ausblick

Seitens der Forschung und der Industrie besteht ein grofles Interesse an der Bio-
Funktionalisierung von synthetischen Polymeren, da sie ein hohes Potential zur Entwicklung
neuartiger und zur Verbesserung bestehender Anwendungen bietet. Insbesondere Polymer-
bindende Peptide stellen ein nitzliches Instrument zur Textilveredelung dar. Um den Einsatz
von LCI als Ankerpeptid zur PP-Funktionalisierung weiter zu verbessern, kdnnten optimierte
Varianten mit hoherer PP-Affinitat generiert werden. Auch Veranderungen des Expressions-
konstrukts konnten die Anwendbarkeit verbessern. Hierzu zahlt die Entfernung des Strep-
tags® Il, der womoglich die PP-Bindung beeinflusst sowie eine Modifikation des N-Terminus.
Aufgrund des verwendeten Vektorsystems befanden sich N-terminal des Cysteins zwei
weitere Aminosauren, deren Reste potentiell die Konjugation von LCI mit funktionalen
Bausteinen behindern konnten. In diesem Zuge kdnnte auch die Expression auf ein
lizenzfreies Vektorsystem umgestellt werden, sodass die Produktionskosten gesenkt werden.
Im Rahmen des ,FuPol“-Projekts werden im weiteren Verlauf Farbetests von PP-Fasern beim
Industriepartner stattfinden. Dazu werden LCI-Molekile aus dialysiertem Fermentations-
Uberstand an chemisch modifizierte Pigmente konjugiert und anschlieRend auf PP-Gewebe
angewendet. Bei der Entwicklung des Farbeprozesses sollte die Optimierung der
einzusetzenden Pigment- und Proteinmenge ebenso eine Rolle spielen wie die
Qualitatssicherung beziglich Waschbestandigkeit und mechanischer Belastbarkeit. Weiter
steht die Ubertragung des Verfahrens auf einen industriellen MaRstab an, bei dem die
chemische Konjugation in einen grofdtechnischen Prozess umgesetzt und die praktikable
Anwendung evaluiert werden miuissen. Langfristig soll so ein umweltschonendes
Farbeverfahren entwickelt werden, welches zudem die Verwendung eines groReren
Farbspektrums ermdoglicht, da auch Pigmente eingesetzt werden kdénnen, welche nicht in
klassischen Hoch-Temperatur-Methoden angewendet werden kénnen (Herbst und Hunger,
2004). Auch fur die Bio-Funktionalisierung von PET mit TEMs durch PET-affine Peptide stehen
noch einige Schritte bis zur Etablierung eines industriellen Prozesses an. Zunachst sollten die
eingesetzten PET-Folien ausfihrlicheren Waschtests unterzogen werden, um ein klareres Bild
zwischen konjugierten und nicht-konjugierten TEMs zu erhalten. AuRerdem sollte Uberpruft
werden, ob sich die Funktionalisierung der PET-Folien auf PET-Fasern Ubertragen lasst. Der

weitere Entwicklungsprozess erfordert dann die Umsetzung von Konjugation und Peptid-
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produktion in ein grofdtechnisches Verfahren, sodass PET-Fasern im industriellen Malstab
veredelt und verarbeitet werden kdnnen. Funktionalisierte Garne sollten dann im Nahvorgang
eingesetzt und die Abdichtung der Einstichlocher durch Expansion der TEMs nach
Hitzeeinwirkung kontrolliert werden. Hier sollte auch untersucht werden, ob und in welchem
Ausmall TEMs durch mechanische Beanspruchung wahrend des Verarbeitungsprozesses
von der Faser geldst werden.

Fir die weitere Entwicklung des Biosensors zur Detektion von Nanoplastik sollte die Spezifitat
des PET-bindenden Peptids erhdht werden. Das eingesetzte Peptid gehort zur Proteinfamilie
der CBMs und kann demnach natirliche Polymere (Polysaccharide) binden (Boraston et al.,
2004; Shoseyov et al., 2006). Eine hohe Spezifitat flir synthetische Polymere ist daher
insbesondere flr den Nachweis von Nanoplastik in Naturgewassern zwingend erforderlich, um
natlrliche Polymere als Fehlerquelle in der Analyse auszuschlieBen. Um die Spezifitat zu
erhdhen, kdnnte eine zufallige Mutagenese mit der kodierenden DNA-Sequenz durchgeflihrt
werden (Antikainen und Martin, 2005). Generierte Varianten kénnten dann in einem
Hochdurchsatzverfahren auf die Bindung von PET sowie von natlrlichen Polymeren Uberprift
werden. Solche Varianten, die nur PET binden, wéaren fiir das Nachweisverfahren von
Nanoplastik in natirlichen Gewassern optimal geeignet. Dariber hinaus stellen mutmaflich
Schwebstoffe in Umweltproben eine Herausforderung dar, da diese den Filter verstopfen
konnten. Diese kdnnten eventuell durch den Einsatz von Vorfiltern entfernt werden.

In dieser Arbeit wurden Methoden und Fachkenntnisse fir Peptide mit Affinitdt gegeniber
synthetischen Polymeren entwickelt, welche auch fur zukiinftige Fragestellungen in der
Protein-Polymer-Forschung eingesetzt werden kénnen. Fir Interaktionsstudien und zur
Vorhersage von Peptiden mit PET-Bindungspotential stellt die MD-Simulation der Peptide an
einer simulierten PET-Oberflache ein nitzliches Instrument dar. Daneben kann der entwickelte
.PET Surface Affinity Assay* als schnelle und einfache Methode zur in vitro Evaluierung der
PET-Affinitdt von Peptiden eingesetzt werden. Generell stellte sich die Kombination aus
in silico und in vitro Methoden als geeignet fur die Identifizierung und Charakterisierung von
Peptiden mit PET-Affinitdt heraus und koénnte auf andere Proteine und (synthetische)
Polymere Ubertragen werden.

Zusammenfassend bieten Polymer-bindende Peptide diverse Applikationsmoglichkeiten mit
vielversprechendem Potential. Mit Blick auf die Zukunft kdnnen Peptide mit Affinitat gegeniber
synthetischen Polymeren zur Veredelung von Textilfasern als auch in anderen Anwendungs-
feldern wie in analytischen Verfahren zur Detektion von Nanoplastik in der Umwelt eingesetzt
werden. Unterstltzt wird dies durch die Erweiterung der Bandbreite an potentiell geeigneten
Peptiden, Aufklarung der Wechselwirkung, dem Potential zur Expression im industriellen
Mafstab sowie etablierten Messmethoden. Peptide, die synthetische Polymere binden, haben

daher groRes Potential in der biotechnologischen Industrie eingesetzt zu werden.
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6 Anhang

Tab. 6.1: Aminosaure-Sequenzen der CBMs

Name Aminosaure-Sequenz

PpCBM1 LYGQCGGQNWNGATSCAQGSYCKYMNNYY

TrCBM1 VWGQCGGQNWSGPTCCASGSTCVYSNDYY

BaCBM2 ATFSVTSNWGSGYNFSIVIKNSGTTPIKNWKLEFDYNGNLTQVWDSKISSKINNHYVITNAGWNG
EIPPGGS

BsCBM2 GNRWWNGFTAELTVTNVSGTKLNSWSFTFDTVHKISGSPWGATVQSTDLGGGITRYVVTGSE
WAASIAPGSSVKVGFNGTQGT

BaCBM5 AAWDPKKTYATPCHEVSHAGKTWLNGWWVLGDVPGTGGEWGAWRE

BICBM5 NSDQACSYDEWKETSAYTGGERVAFNGKVYEAKWWTKGDRPDQSGEWGVWRLIGGC
PaCBM10  CNWYGTLYPLCVTTQSGWGWENSQSCIS

ucCBM10 MCNWYGSLTPLCVTTTSGWGYENGKSCV
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Die Abb. 6.1-6.6 wurden in Kooperation mit dem Institut fiir Komplexe Systeme: Strukturelle

Biochemie (Jun.-Prof. Dr. Strodel) am FZ Jilich von Dusan Petrovi¢ erstellt.

A 25—"‘!:*:&- ' I Pl AR ‘-"‘-'“‘-?‘l‘“'-‘.“‘l-;ﬁ‘ﬁ:;!rfw‘l E r'J.,F_Fm UL 0 I B i

i w0 Yo Tyalll 35 B b 7y iy o AP

- - = L

- ”H;.,uunmu.l,uwﬁ;"u.‘w.;,{< mly‘.‘.wfq.}..‘l..?:'.u e W
| ! | J

0 50 100

B 25—"" . F_M_W"W—T:’rﬂ_-m-l\
s,
' |

Rest

Zeit [ns]
= [Jcoil MMbend [Jturn
ey B o-helix [l B-sheet [l B-bridge
%ﬂp{ BOOITE 'Y AR o P TG o VY e

Zeit [ns]

Abb. 6.1: Entwicklung der CBM-Sekundéarstrukturen iliber den gesamten Verlauf der MD-
Simulation.

(A) TrCBM1. (B) PpCBM1. (C) BaCBM2. (D) BsCBM2_W63Y. (E) BaCBM5. (F) BICBMS5. (G)
PaCBM10. (H) ucCBM10. Die Sekundarstrukturen sind nach der DSSP-Klassifizierung bezeichnet
(Kabsch und Sander, 1983).

149



Anhang

PET

Abb. 6.2: 2D-Projektion einer typischen Simulationsbox.

Die Box enthielt eine unbegrenzte PET-Struktur (in x- und y-Richtung), die von Wasser in z-Richtung

umgeben war. Die Peptide wurden < 1,0 nm von der PET-Oberflache entfernt in der Wasserphase
positioniert.
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Abb. 6.3: Kontaktkarte der Interaktionshaufigkeit von BaCBM5-Resten mit der obersten PET-
Schicht in den letzten 50 ns der MD-Simulation.

Die PET-Schicht bestand aus 8 Ketten (beschrieben als C1-C8) und jede Kette wies flinf monomere
Einheiten auf (nicht nummerierte Striche innerhalb einer Kette). Die Intensitat der Graustufen der
Legende rechts beschreibt die Interaktionshaufigkeit.
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Abb. 6.4: Kontaktkarte der Interaktionshaufigkeit von BaCBM2-Resten mit der obersten PET-
Schicht in den letzten 50 ns der MD-Simulation.

Die PET-Schicht bestand aus 8 Ketten (beschrieben als C1-C8) und jede Kette wies flinf monomere
Einheiten auf (nicht nummerierte Striche innerhalb einer Kette). Die Intensitat der Graustufen der
Legende rechts beschreibt die Interaktionshaufigkeit.

152



Anhang

Tyr29
Tyr28
Asp27
Asn26
Ser25
Tyr24
Val23
Cys22
Thr21
Ser20
Gly19
Ser18
Ala17
Cys16
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Trp2
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Abb. 6.5: Kontaktkarte der Interaktionshaufigkeit von TrCBM1-Resten mit der obersten PET-
Schicht in den letzten 50 ns der MD-Simulation.

Die PET-Schicht bestand aus 8 Ketten (beschrieben als C1-C8) und jede Kette wies fliinf monomere
Einheiten auf (nicht nummerierte Striche innerhalb einer Kette). Die Intensitadt der Graustufen der
Legende rechts beschreibt die Interaktionshaufigkeit.
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Abb. 6.6: Entwicklung der Sekundéarstruktur von TrCBM1 uUber den gesamten Verlauf der MD-
Simulation in Wasser (A) und an der PET-Oberflache (B).

Die Sekundarstrukturen sind nach der DSSP-Klassifizierung bezeichnet (Kabsch und Sander, 1983).
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