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EINLEITUNG

A  Einleitung

In der Natur kommt ecine Vielzahl von Proteinen vor, die unterschiedlichste Funktionen
tibernehmen konnen. Neben strukturbildenden Aufgaben im Zell- oder Gewebeaufbau, sind
sie in Form von Antikérpern an Abwehrreaktionen beteiligt, oder ermdglichen als Enzyme die
Beschleunigung wichtiger chemischer Reaktionen und spielen so die zentrale Rolle im
Stoffwechsel aller Lebensformen. Aufgrund dieser Funktionsvielfalt sind sie nicht nur fiir die
Wissenschaft, sondern auch in der industriellen Nutzung, von besonderem Interesse.

Im Bereich der Biotechnologie wird versucht, diese in der Natur existierenden Prinzipien und
Ressourcen zu nutzen. Die Biotechnologie wird in drei Bereiche unterteilt: a) die griine
(pflanzliche) Biotechnologie, b) die rote (medizinisch/ pharmazeutische) Biotechnologie und
c) die weille (industrielle) Biotechnologie (Kircher, 2006). Darunter besitzt die weille
Biotechnologie wohl den hochsten Stellenwert (Ernst & Young, 2005) und ermoglicht die
Produktion von Chemikalien, Bioenergie oder von Biokraftstoffen (EuropaBio, 2003). Hier
werden beispielsweise enzymatische Syntheseprozesse alternativ zu kostspieligen und
meistens Okologisch schéidlichen chemischen Prozessen im Bereich der Bulk- und
Feinchemikalien, der Lebensmittelproduktion oder bei der Herstellung von Kosmetika und
Pharmaprodukten eingesetzt. Dadurch besteht ein grofer Bedarf an neuen Enzymen, die
weitere besondere Reaktionen katalysieren konnen, um immer mehr industrielle Prozesse
unter Verwendung biotechnologischer Verfahren durchfiihren zu konnen bzw. neue bislang
chemisch nicht herstellbare Produkte zu erzeugen.

Dazu wurden in den letzten Jahren viele Technologien entwickelt, welche die Entwicklung
und die Identifizierung neuer geeigneter Biokatalysatoren ermdglichen. Mit Hilfe von
Metagenomansitzen kann beispielsweise die gesamte DNA einer individuellen Umweltprobe
isoliert, kloniert und auf das Vorhandensein funktioneller Gene untersucht werden. Auf diese
Weise konnte eine Vielzahl von Enzymen identifiziert werden, die Anwendung in
industriellen Prozessen finden (Cowman et al., 2004; Steele & Streit, 2005; Streit et al.,
2004). Auch die Moglichkeit, genetische Verdnderung durchzufiihren, z.B. durch gerichtete
oder zufillige Mutagenese, und mittels Hochdurchsatz-Selektionsverfahren solche Varianten
zu identifizieren, die eine gewiinschte Katalyse ermoglichen, zeigen das enorme Potential auf,
welches in Zukunft ausgeschopft werden kann (Bornscheuer, 2005; Jaeger et al., 2001; Jaeger
& Eggert, 2004; Lutz & Patrick, 2004).

Zur Erfiillung ihrer natiirlichen Aufgaben werden die meisten Proteine in dem jeweiligen

Organismus ausschlieBlich in geringen Mengen erzeugt, was weder die Erforschung noch die

1



EINLEITUNG

industrielle Produktion in groBem MaBstab ermdoglicht. Zudem sind viele Organismen, die
Proteine mit interessanten Funktionen besitzen, derzeit kaum zuginglich, weil sie nicht oder
nur unter hohem finanziellen und technischen Aufwand kultivierbar sind bzw. geeignete
genetische oder physiologische Charakterisierungen fehlen. Deshalb ist es wichtig, die
Produktion groBer Mengen solcher Proteine, die entweder ndher untersucht und
charakterisiert werden oder aufgrund ihres hohen biotechnologischen Potentials in industrielle
Prozesse eingesetzt werden sollen, zu ermoglichen. Dies kann durch die Expression solcher
Proteine in heterologen Wirten erzielt werden. Ziel der heterologen Expression ist es,
kostengiinstig und technisch einfach Protein in seiner aktiven Konformation sowie in grof3en

Mengen in gut handhabbaren Organismen zu produzieren.

1 Heterologe Expression

Seit der Entdeckung der in vitro Gentechnologie vor nahezu 50 Jahren wurde die
Manipulation von Genen und ihre Expression in heterologen Organismen immer mehr
verstanden, genutzt und weiterentwickelt. Seitdem wird der Anspruch an die zur Verfligung
stehenden Expressionssysteme immer grofler und Proteine mit komplexen Strukturen (z.B.
Polyketidsynthasen; Wenzel & Miiller, 2005) oder Proteine, die posttranslationale
Modifikationen benétigen (z.B. monoklonale Antikorper; Schuster et al., 2006), riicken mehr
und mehr in den Fokus des Interesses.

Diese Tatsache fiihrte dazu, dal zu dem Bakterium E. coli alternative Expressionswirte
etabliert und charakterisiert wurden, was Mitte der 80er Jahre dazu beitrug, dafl sogar
tierische Zellsysteme (u.a.: CHO- (chinese hamster gvary), BHK- (baby hamster Kkidney),
oder Insektenzellen) zur Expression heterologer Proteine eingesetzt wurden (Schmidt, 2004).
Aufgrund der Anzahl der verfligbaren Expressionssysteme mufl im Grunde fiir jedes
individuelle Produkt das am besten geeignete System identifiziert und gegebenenfalls weiter
optimiert werden. Im Folgenden soll ein Uberblick iiber die gingigsten Expressionswirte

gegeben werden, die fiir die Produktion rekombinanter Proteine eingesetzt werden kdnnen.

1.1  Expressionssysteme zur Produktion rekombinanter Proteine

Expressionssysteme unterscheiden sich hinsichtlich des Wirtsorganismus, in dem die
Produktion des rekombinanten Proteins erfolgt: Bakterien, Hefen, mehrzellige Pilze,
Pflanzen, Insektenzellen bis hin zu menschlichen Zellen.

Aufgrund der geringen Kosten bei ihrer Verwendung und wegen der effizienten Ausbeute an

2



EINLEITUNG

Protein, werden Bakterien am héufigsten bei der Produktion von Biokatalysatoren in der
Industrie eingesetzt. Vor allem aber, wenn das Zielprotein eukaryotischer Herkunft ist und
posttranslationale Modifikationen bendtigt, um biologisch aktiv zu sein, werden

eukaryotische Organismen zur Produktion verwendet (s. Tab. A-1).

Tabelle A-1: Charakteristika verschiedener Expressionssysteme fiir die heterologe Synthese von
eukaryotischen Proteinen (nach Fernandez & Hoeffler, 1999).

Charakteristikum E. coli Hefe und Insekten- menschliche
Pilze Zellen Zellen

Generationszeit schnell moderat langsam langsam

(30 min) (ca. 90 min) (18-24 h) (24 h)
Komplexitiit des minimal minimal komplex komplex
Kulturmediums
Kosten des Mediums gering gering hoch hoch
Expressionslevel hoch niedrig niedrig gering
Sekretion der Zielproteine | ja ja ja ja
Proteinfaltung ja, aber oftmals | ja, in seltenen | ja ja

Bildung von Fillen in vitro

Inclusion bodies/ | Riickfaltung

in vitro notig

Renaturierung

wird dann nétig
N-Glycosylierungen nein ja, Mannose ja, auller ja

Salinsdure

O-Glycosylierungen nein ja ja ja
Phosphorylierung, nein ja ja ja
Acetylierung, Acylierung
y-Carboxylierung nein nein nein ja

In den folgenden Kapiteln erfolgt eine detaillierte Vorstellung der derzeit verfiigbaren

gingigen Expressionssysteme pro- und eukaryotischer Organismen.

1.1.1 Expression in prokaryotischen Wirten

Am héufigsten werden Bakterien als Expressionswirte gewéhlt, da sie einfach und
kostengiinstig kultiviert und leicht genetisch manipuliert werden konnen. Darunter zahlt
wiederum das Enterobakterium E. coli zu den am besten untersuchten und am meisten
eingesetzten Expressionswirten (Jana & Deb, 2005; Makrides, 1996; Serensen & Mortensen,
2005). Fiir dieses Bakterium wurde eine Fiille an Vektorsystemen entwickelt, die zur
Produktion grofler Proteinmengen eingesetzt werden konnen. Ein Expressionsvektor, der zur
Produktion rekombinanter Proteine eingesetzt werden soll, mul3 gut aufeinander abgestimmte
Elemente enthalten (Shatzman, 1995). Zu diesen Elementen zéhlt a) ein starker, induzierbarer

Promotor mit geringer Basalaktivitdt. Dadurch soll erreicht werden, daf3 erst ab einer hohen
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Zelldichte die Expression des Zielgens beginnt und schlieBlich ca. 10-40 % des
Gesamtproteins in Form des Zielproteins in den Zellen vorliegt (Alldread et al., 1992). Die
Induktion verlduft entweder Temperatur-abhingig (z.B. Kailte-abhingige Induktion: csaA-
Promotor; Mujacic et al., 1999) oder chemisch (u.a. lac- oder tac-Promotoren. Makrides,
1996; Jana & Deb, 2005), wobei der artifizielle Induktor Isopropyl-p-D-Thiogalaktosid
(IPTG) in diesem Falle die am meisten eingesetzte Verbindung ist (Hannig & Makrides,
1998). Aullerdem muB3 b) eine Ribosomenbindestelle (RBS) auf dem Vektor enthalten sein,
die wihrend der Translationsinitiation mit dem 3’-Ende der 16S rRNA interagiert (Ringquist
et al., 1992). Stromabwirts der codierenden Sequenz ist ¢) ein Transkriptionsterminator auf
dem Expressionsvektor vorteilhaft, der als Signal fiir das Transkriptionsende dient
(Richardson, 1993), aber vor allem die mRNA stabilisiert (Hayashi & Hayashi, 1985; Ross,
1995) und somit die Ausbeute erhdhen kann. Zusitzlich zu den Elementen, die direkten
EinfluB auf die Effizienz der Genexpression nehmen, enthalten geeignete
Expressionsvektoren einen Selektionsmarker, z.B. ein Antibiotikaresistenzgen, und einen
Replikationsursprung, der die Kopienzahl des Plasmides in der Bakterienzelle bestimmt.
Neben den Wirtseigenen RNA-Polymerasen kdnnen auch heterologe Polymerasen fiir die
Expression der Zielgene genutzt werden. So wird zur Expression heterologer Gene in E. coli
am héufigsten das auf der Verwendung der RNA-Polymerase des Bakteriophagen T7
basierende pET-Expressionssystem (Novagen, Madison, USA) genutzt (Dubendorff &
Studier, 1991; Studier et al., 1990).

Alternativen zu dem Bakterium E. coli stellen vor allem Gram-positive Bakterien der Gattung
Bacillus dar. Diese Bakterien besitzen, im Gegensatz zu Gram-negativen Bakterien, keine
duBlere Membran, sondern nur eine Cytoplasmamembran und eine Zellwand. AuBlerdem
besitzen Bacillus Spezies sehr effektive Sekretionsapparate, die grole Mengen Protein aus der
Bakterienzelle heraus transportieren. Ende der 80er Jahre wurde Bacillus subtilis mehr und
mehr als alternatives Expressionssystem verwendet und seitdem immer weiter entwickelt
(Brockmeier et al., 2006; Yansura & Henner, 1984; Wu et al., 1991). Zusammen mit dem
Zielprotein kann B. subtilis eine gro3e Anzahl von Proteasen ins Medium sekretieren. Durch
die kontinuierliche Entwicklung von Protease-defizienten Bakterienstimmen (Wu et al.,
1991; Zhang et al., 2005) konnte die Ausbeute an sekretiertem Protein immer weiter
verbessert werden. Der Vorteil dieses Expressionssystems liegt also vor allem darin, daf
bedeutende Mengen Protein produziert und ins Kulturmedium sekretiert werden kdnnen, was
einen leichten Zugang zum gewiinschten Produkt ermoglicht.

AuBlerdem werden die Bakterien B. lichentiformis oder B. megaterium (Rygus & Hillen,

1991) zur Expression heterologer Proteine eingesetzt. Ahnliche Vorziige wie diese Stimme

4



EINLEITUNG

liefert B. brevis, das sich, im Gegensatz zu den bisher genannten Bacillus Spezies, durch seine
geringe proteolytische Aktivitit auszeichnet (Ebisu et al., 1995; Yamagata et al., 1989).

Ein weiteres Gram-positives Bakterium, welches Anwendung bei der Herstellung
rekombinanter Molekiile findet, ist Staphylococcus carnosus. Mit Hilfe dieses Bakteriums
konnten Dilsen et al. im Jahr 2000 das humane Calcitonin in groen Mengen produzieren.
Weiter besitzen Streptomyceten ein grofles Potential, Proteine ins Kulturmedium zu
sekretieren, was sie zu einem geeigneten Kandidaten zur Expression von Proteinen macht
(Anné & Mellaert, 1993; Binnie et al., 1997; Gilbert et al., 1995). Zur Produktion von
rekombinanter a-Amylase wurde ein Vergleich der Effizienz zwischen E. coli und
Streptomyces lividans durchgefiihrt. Dabei lag sowohl die Gesamtausbeute an diesem Protein,
als auch die gemessene Enzymaktivitdt bei S. lividans deutlich hoher als in E. coli, wo das

Enzym im Periplasma akkumulierte (Pierce et al., 2002).

1.1.2 Expression in eukaryotischen Organismen

Wie viele Bakterien konnen auch Hefen leicht und preisgiinstig kultiviert werden und sind fiir
Hochzelldichte-Fermentationen einsetzbar (Ausbeute der Zellmasse:130 g/ 1; Schmidt, 2004).
Neben der Fihigkeit komplexe posttranslationale Modifikationen durchzufiihren, zeichnen sie
sich zusitzlich durch effiziente Sekretionssysteme aus. Zu den am besten etablierten
Hefestimmen gehoren Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis (van Ooyen et al.,
2006), Pichia pastoris (Macauley-Patrick et al., 2005) und Hansenula polymorpha (Mayer et
al., 1999; Weydemann et al., 1995).

Der genetisch am besten untersuchte Organismus ist S. cerevisiae, der in der Wissenschaft
und in der Industrie hdufig zur Produktion von Proteinen eingesetzt wird. Zu den mit
S. cerevisiae industriell erzeugten Produkten zdhlen unter anderem das humane
Serumalbumin (Okabayashi et al., 1991; Sleep et al., 1991), das Tetanus Toxin C-Fragment
(Romanos et al., 1991) oder die Glucoseoxidase aus Aspergillus niger (Park et al., 2000).

Am hédufigsten wird mittlerweile allerdings die Hefe P. pastoris zur Produktion von
heterologen Proteinen verwendet. Bis heute werden tiber 400 Proteine in diesem Organismus
hergestellt (Goodrick et al., 2001; Lin Cereghino & Cregg, 2000; Lin Cereghino et al., 2002).
Dies liegt in der enormen Expressions- und Sekretionskapazitét begriindet. Aulerdem ist
diese Hefe im Gegensatz zu K. lactis den GRAS (generally regarded as safe)-Organismen
zugeordnet, so daf} P. pastoris auch in der Lebensmittelproduktion oder der pharmazeutischen
Industrie eingesetzt werden kann.

Ein Vorteil der Expression von Proteinen in eukaryotischen Systemen gegeniiber der
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Produktion in Bakterien liegt vor allem auch darin begriindet, daB8 hier Zielproteine durch
Glycosylierung posttranslational modifiziert werden koénnen. Dies ist fiir die biologische
Aktivitdt vieler eukaryotischer Proteine unerldBlich. Da sich die Form der Glycosylierung
unter den Eukaryoten stark unterscheiden kann, war die Herstellung von Hefestimmen, die
eine humane Glycosylierung erlauben, von groer Bedeutung. Die Firma GlycoFi (Lebanon,
NH, USA) konnte Hefestimme erzeugen, die 26 menschliche Glycosylierungen ermdéglichen,
welche fiir die Produktion von therapeutischen Proteinen einen Durchbruch bedeuten
(Gerngross, 2004; Hamilton et al., 2003; Wildt & Gerngross, 2005).

Auch einige Pilze wurden hinsichtlich ihrer Kapazitit, heterologe Proteine zu produzieren,
untersucht. Sie sind hoher organisierte Organismen als Hefen und besitzen komplexere
posttranslationale Modifikations-Systeme, die den menschlichen dhnlich sind. Hinsichtlich
der homologen Expression von Enzymen wie der Amylase oder der Cellulase weisen
unterschiedliche Pilze, z.B. Penicillium chrysogenum oder Acremonium chrysogenum, ein
extrem hohes Produktions- und Sekretionspotential auf (Kjeldsen et al., 2002; Schmidt,
2004). Diese Effizienz konnte bisher allerdings nicht auf die Expression heterologer Proteine
ibertragen werden (Schmidt, 2004). Ein industriell in dem Pilz Aspergillus niger produziertes
Protein ist das menschliche Interleukin 6, das dort mit Ausbeuten von ca. 150 mg/ | heterolog
hergestellt wird (Punt et al., 2002). Vor allem wegen der geringen Proteinausbeuten stellen
Pilze bisher keine wirklich effiziente Alternative zu anderen Expressionssystemen dar.

Seit einiger Zeit nimmt auch die Forschung um das molekulare Farming zu. Dies ist eine
Methode, wodurch die Expression rekombinanter Proteine, z.B. Allergene, in pflanzlichen
Expressionssystemen ermdglicht wird (Breiteneder et al., 2001). Hierdurch wird garantiert,
daB3 etwaige Verunreinigungen mit humanpathogenen Viren oder Toxinen in den produzierten
Substanzen ausgeschlossen werden konnen. Bis zum Einsatz von Pflanzen in der industriellen
Produktion von Proteinen sind jedoch noch viele Untersuchungen und Verbesserungen nétig.
Weitere Expressionssysteme wurden fiir tierische und menschliche Zellen entwickelt.
Hinsichtlich der Produktion wichtiger therapeutisch nutzbarer Proteine, stellen sie die einzige
Moglichkeit dar, die notwendigen posttranslationalen Modifikationen durchzufiihren, die fiir
die biologische Aktivitit eines komplexen eukaryotischen Proteins essentiell sind. Wegen
kosten- und zeitaufwendiger Prozesse in der Herstellung und Kultivierung von Zelllinien, und
aufgrund ihrer Anfilligkeit gegeniiber Zelllyse durch Viren, die zur Konstruktion
rekombinanter Zellen eingesetzt werden, werden diese Expressionssysteme deutlich seltener
verwendet als beispielsweise Hefe- oder Bakteriensysteme (Ikonomou et al., 2003; McCarroll
& King, 1997). Auch hinsichtlich der Ausbeute heterologen Proteins sind diese

Expressionssysteme deutlich ineffizienter als die bisher vorgestellten. Um solche Zellsysteme
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auch industriell effektiv nutzen zu kdnnen, miissen unter anderem folgende Dinge verbessert
werden: a) die Sauerstoff-Verfiigbarkeit (Reiter & Bliiml, 1994), b) die Reduzierung der
Kohlenstoffdioxid-Akkumulation (Ikonomou et al., 2003), c) die Stabilitit der Zelllinen und
d) die Sekretionskapazitit, die nach Infektion mit Bacculoviren deutlich abnimmt (McCarroll

& King, 1997).

1.2 Probleme und ihre Losung bei der heterologen Expression in E. coli

Das Bakterium E. coli ist in Bezug auf die Produktion rekombinanter Proteine sehr vielseitig.
Dennoch kann in vielen Fillen das gewiinschte Protein nicht erzeugt oder die biologisch
aktive Konformation nicht erzielt bzw. nicht aufrecht erhalten werden. Die Ursachen fiir diese
Phianomene sind vielfiltig aber teilweise bekannt und 16sbar.

Bereits bei der Translation eines Zielgenes kann es zu Engpédssen kommen. Unterschiedliche
Organismen bevorzugen beispielsweise verschiedene alternative Codons, die fiir eine
bestimmte Aminosdure codieren (Gutman & Hatfield, 1989). Die Priferenz fiir ein
bestimmtes Codon wird auch als Codon-bias bezeichnet (Carbone et al., 2003) und kann nicht
nur zwischen unterschiedlichen Organismen, sondern auch innerhalb einer Zelle voneinander
abweichen, je nachdem ob ein Gen stark oder schwach exprimiert wird (Makrides, 1996). So
konnen Gene aus anderen bakteriellen Organismen oder gar eukaryotischer Herkunft Codons
enthalten, die in E. coli nur selten vorkommen. Wird dieses Gen in groBen Mengen
transkribiert, kann die Verfligbarkeit der korrespondierenden tRNA limitierend sein (Kane,
1995; Smith, 1996). Dies kann dazu fithren, da die Elongation der wachsenden
Polypeptidkette verzogert wird (Zahn, 1996), Leserasterverschiebungen auftreten (McNulty et
al., 2003), falsche Aminoséuren in die Polypeptidkette eingebaut werden (Calderone et al.,
1996; Forman et al., 1998; McNulty et al., 2003), oder, da} die Translation schon vorzeitig
endet (Kurland & Gallant, 1996; Serensen et al., 2003b). Diese Probleme konnen allerdings
auf zwei unterschiedlichen Wegen umgangen werden. Zum einen ist es moglich, die Codons
des Zielgens, die in dem Expressionsstamm nur selten genutzt werden, durch zielgerichtete
Mutagenese gegen hdufig verwendete Codons auszutauschen. Dadurch kann das
Expressionslevel erhoht werden (Calderone et al., 1996; Kane et al., 1992). Zum anderen
besteht die Moglichkeit, Cotransformationen des Expressionsstammes vorzunehmen, so daf3
Plasmide eingebracht werden, die Gene fiir seltene tRNAs enthalten (Baca & Hol., 2000;
Dieci et al., 2000; Kim et al., 1998; Serensen et al., 2003b). Die moglichen Fehler im
TranslationsprozeB3 bei der Produktion heterologer Proteine konnen so aufgehoben werden.

Ein anderes Problem stellt die Produktion toxischer Proteine dar. Die toxische Wirkung eines

7



EINLEITUNG

rekombinanten Proteins kann entweder zum Verlust des Expressionsplasmides oder gar, z.B.
durch Einflu} auf die Zellteilung, zum Zelltod fiihren, so da3 die Ausbeute des gewiinschten
Proteins sehr gering ausfillt oder iiberhaupt nicht mdoglich ist. Seit kurzem wird versucht,
solche toxischen Proteine in zellfreien Systemen zu produzieren (Swartz, 2001). Um Einfluf3
auf den Metabolismus einer Zelle und damit auf das Zellwachstum (Andersson et al., 1996)
oder das Uberleben (Dong et al., 1995) zu nehmen, muB das rekombinante Protein nicht
generell toxisch sein. Allein durch die immens hohen Proteinmengen oder durch die stindige
Expression des Zielgens konnen der Zelle wichtige Ressourcen und Energie entzogen werden,
was wiederum die Funktion wichtiger Zellprozesse und somit auch die Proteinausbeute
beeinflussen kann (Hoffmann & Rinas, 2001). In solchen Fillen sollten strikt regulierbare
Promotoren verwendet werden, die die Expression erst bei Erreichen einer ausreichenden
Zellmasse durch Induktion erlauben (Jonasson et al., 2002; Studier, 1991). Eine andere
Moglichkeit, die Ausbeute rekombinanten Proteins zu erhdhen, ist die Sekretion des
Zielproteins ins Periplasma, wodurch ihre cytoplasmatische Konzentration gering gehalten
werden kann (Hockney, 1994; Jana & Deb, 2005).

Die korrekte Faltung kann ebenfalls ein Engpal3 bei der Synthese eines aktiven rekombinanten
Proteins darstellen. Fiir die biologische Aktivitidt des Zielproteins muf3 die korrekte Faltung
erfolgen. Bei kleinen Proteinen bis zu einer Gréf3e von ca. 100 Aminosduren (AS) oder bei
Proteinen, die aus einer einzigen Domine bestehen, erfolgt die Faltung in der Regel spontan
und solche Zielproteine erreichen die native Konformation in heterologen Systemen meist
ohne Probleme (Baneyx & Mujacic, 2004). Andere Proteine sind allerdings auf die Hilfe von
spezifischen Faltungsmodulatoren angewiesen, die in E. coli entweder nicht vorkommen oder
fiir die korrekte Faltung des Zielproteins nicht ausreichen (Schlieker et al., 2002). So ist die
Bildung von Disulfidbriicken, die fiir die Faltung vieler Proteine unerldBlich ist, im
Cytoplasma von E. coli normalerweise ausgeschlossen und kann nur im Periplasma dieses
Bakteriums stattfinden (Missiakas & Raina, 1997; Rietsch & Beckwith, 1998). Wird nun ein
Protein produziert, das die Ausbildung von Disulfidbriicken fiir seine Stabilitit bzw.
biologische Aktivitdt bendtigt, kann man dies auf unterschiedliche Weise erreichen. Zum
einen kann das Zielprotein mit einer N-terminalen Signalsequenz versehen werden, die den
Transport {iber den Sec-Weg ins Periplasma von E. coli ermdglicht (Manting & Driessen,
2000). Haufig verwendete Signalsequenzen fiir den Transport liber die innere Membran
stammen beispielsweise von den Genen ompT, ompA, pelB, malE, lamB oder phoA (Blight et
al., 1994). Konnte das rekombinante Protein ins Periplasma transportiert werden, kann die
Bildung der Disulfidbriicken erfolgen. Allerdings kann es auch hier zu Problemen kommen,

wenn ein Zielprotein sehr viele Disulfidbriicken enthélt (Qiu et al., 1998).




EINLEITUNG

Im Cytoplasma von E. coli sorgen die Proteine Thioredoxin und Glutaredoxin fiir die
Reduktion von Cysteinen, so daB3 eine Ausbildung von Disulfidbriicken verhindert wird.
Diese Proteine wiederum werden durch die Enzyme Thioredoxin-Reduktase, codiert durch
das Gen trxB, bzw. Glutathion-Reduktase, Produkt des gor-Gens, reduziert. Mutationen in
einem (AtrxB = E. coli AD494; Novagen, Madison, USA) oder in beiden Reduktase-Genen
(AtrxB Agor = E. coli Origami; Novagen, Madison, USA) ermdéglichen die Bildung von
Disulfidbriicken im Cytoplasma von E. coli. Die Expression des Ziegens in einem solchen
Expressionsstamm kann zu hohen Ausbeuten aktiven Proteins fiihren (Bessette et al., 1999;
Lehmann et al., 2003; Premkumar et al., 2003).

Die Bildung von unléslichen Zelleinschliissen, sogenannte Inclusion bodies, ist ein
allgemeines Problem bei der Expression rekombinanter Gene in E. coli. Uber den
Mechanismus der Bildung dieser Proteinaggregate und ihre Struktur ist wenig bekannt. Eine
Vermutung ist, da diese Strukturen durch ein passives Ereignis zustande kommen, bei dem
hydrophobe, exponierte Bereiche ungefalteter Proteine miteinander interagieren (Villaverde &
Carrio, 2003). Bei der heterologen Expression fiihrt die Bildung von Inclusion bodies dazu,
daB} sie zu 50-95 % aus dem rekombinanten Protein bestehen. Diesen Vorteil nutzt man aus,
um grofle Mengen Protein zu erhalten, die vor proteolytischem Abbau geschiitzt sind (Medina
et al., 2002) und in nachfolgenden Renaturierungs- und Riickfaltungsschritten in ihre aktive
Konformation iiberfiihrt werden kénnen (Middelberg, 2002; Serensen et al., 2003a). Dieser
ProzeB ist allerdings kosten- und zeitaufwendig und hat oftmals einen groBen Verlust der
Proteinausbeute zur Folge. Daher wurden unterschiedliche Strategien entwickelt, um die
Bildung von Inclusion bodies zu reduzieren oder sogar zu verhindern. Dazu zdhlen a) das
Herabsetzen der Inkubationstemperatur, b) die Reduktion der Expressionsrate, ¢) die Wahl
eines anderen Expressionswirtes, d) die Verdnderung des Zielgens, oder e) die Coexpression
von Faltungsmodulatoren (Jonasson et al., 2002). Der Einsatz der E. coli Stimme C41(DE3)
und C43(DE3) (Miroux & Walker, 1996) ermdglichte beispielsweise die Uberexpression von
Genen, die fiir globuldre oder Membranproteine codieren, die in der Produktion 16slichen oder
membranlokalisierten Proteins resultierte (Arechaga et al., 2003; Smith & Walker, 2003).
Auch die Coexpression von molekularen Chaperonen konnte in vielen Versuchen als
geeignetes Mittel genutzt werden, um die Ausbeute aktiven Proteins zu erhdhen. Sowohl
Untersuchungen, in denen einzelne Chaperone, wie der Triggerfaktor Tig coexprimiert
wurden (Ikura et al., 2002; Nishihara et al., 2000), als auch die Coexpression mehrerer
Chaperone, wie DnaK kombiniert mit ClpB (Schlieker et al., 2002) oder GroELS mit DnaKJ
(Nishihara et al., 2000), fiihrte zu einer Verbesserung der Proteinausbeute. Dennoch gibt es

keine Garantie, da3 die Coexpression von Faltungshelfern in jedem Fall eine Verbesserung
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der Expression hervorruft. Daher muf} fiir jedes Zielprotein getestet werden, ob solche
Faltungshelfer die Proteinproduktion beeinflussen konnen, und welche dies im speziellen Fall

sind (Baneyx & Mujacic, 2004; Walter & Buchner, 2004).

2 Proteinfaltung in Bakterien

Die physiologischen Funktionen einer Zelle oder eines Zellverbandes sind direkt mit der
Aufrechterhaltung der nativen Konformation zelluldrer Proteine verbunden. Proteine, deren
Struktur nicht korrekt ist, konnen ihre Aufgabe nicht erfiillen und somit im schlimmsten Fall
toxisch fiir die Zelle sein. Um den Zustand samtlicher Proteine einer Zelle zu kontrollieren,
verfiigen alle Organismen {iber komplexe Netzwerke, welche die Faltung neu synthetisierter
Proteine liberwachen und nicht-native Proteine dem proteolytischen Abbau zufiihren. Die
Funktion und Gruppen der an diesem Kontrollnetzwerk beteiligten Proteine sind in allen
Reichen der Organismen hoch konserviert (Frydman et al., 1994; Langer et al., 1992; Siegers
etal., 1999).

In Proteinriickfaltungsexperimenten konnte gezeigt werden, daB3 die native Faltung eines
Proteins durch die Aminosduresequenz bestimmt wird (Anfinsen, 1973; Dobson & Karplus,
1999). Dies konnte vor allem fiir kleine Proteine, ca. 60-85 % aller Proteine einer Zelle,
beobachtet werden, die aus einer einzelnen Doméne bestehen. Dennoch ist die Faltung eines
Proteins nicht immer ein spontaner ProzeB. GroBle, komplexere Proteine konnen
beispielsweise nur ineffizient zuriickfalten und bilden dann Faltungsintermediate. Auch viele
neugebildete Polypeptidstringe bendtigen die Hilfe von molekularen Chaperonen und
Faltungskatalysatoren, um die aktive Konformation zu erzielen (Frydmann, 2001; Gething &
Sambrock, 1992; Hartl, 1996). Dabei bewahren molekulare Chaperone nicht-native Proteine
vor Fehlfaltungen oder der Akkumulation mit anderen Proteinen. Dabei besitzen die
Faltungshelfer selber keine Information iiber den eigentlichen Faltungsproze des
Zielproteins. Bei neu-synthetisierten oder fehlgefalteten Proteinen werden oftmals
hydrophobe Bereiche oder Aminosduren exponiert, die schnell miteinander assoziieren, was
in der Ausbildung hydrophober Bindungen resultiert (Dobsen & Karplus, 1999; Radford,
2000). Durch zellulire Faltungsmodulatoren wird die Ausbildung dieser irreversiblen
Bindungen verhindert. Die Tendenz, Proteinaggregate in der Zelle auszubilden ist
betrichtlich, da eine hohe lokale Konzentration von Proteinen, vor allem an Ribosomen,
vorliegt (Hartl & Hayer-Hartl, 2002). So werden beispielsweise Proteinkonzentrationen von
300-400 g/ 1 in dem Bakterium E. coli vorhergesagt (Ellis, 2001).

In einer solchen Umgebung wirken molekulare Chaperone, die spéter noch detailliert
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vorgestellt werden, der Akkumulation von Proteinen entgegen, indem sie bei der
Proteinneubildung, aber auch nach Stresseinwirkung ihre Funktion erfiillen. Hier werden
hauptsédchlich zwei Mechanismen unterschieden wie Faltungshelfer wirken konnen. Proteine
wie der Triggerfaktor oder Vertreter der Hsp70- (Hitzeschockprotein; 70 kDa) Chaperone
binden an ein Substrat, halten es in einem faltungskompetenten Zustand, und geben es spéter
wieder an die Umgebung oder an nachgeschaltet wirkende Chaperone ab (Deuerling et al.,
1999). Ungefdahr 10-15 % aller Zellproteine konnen nur langsam falten und zéhlen zu den
Aggregations-sensitiven Proteinen, die anschlieBend noch mit Chaperoninen interagieren.
Chaperonine, zylindrische Proteinkomplexe, stellen dem jeweiligen Substrat ein definiertes
Kompartiment, getrennt vom Cytosol, zur Verfiigung, das optimale Faltungsbedingungen
liefert.

Kommt es dennoch zu Fehlfaltungen oder zur Akkumulation von Proteinen, besitzt die Zelle
mit den Hsp100-Chaperonen eine Proteinklasse, die ATP-abhéngig kleine Akkumulationen
autheben oder fehlgefaltete Proteine entfalten kann (Ben-Zvi & Goloubinoff, 2001). Viele
molekulare Chaperone besitzen die Mdoglichkeit, geschwindigkeitsbestimmende Bindungen
zu katalysieren. Dazu zéhlen die Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerasen (PPlasen) oder
Disulfidbriicken-bildende Proteine (Dsb-Proteine). Letztere befinden sich im Periplasma von
Bakterien. In dieses Kompartiment werden viele Proteine in ungefalteter Form transportiert
und erst hier durch molekulare Chaperone, wie dem Skp-Protein, Peptidyl-Prolyl cis-trans

Isomerasen (PPlasen) oder Dsb-Proteine in die native Konformation gebracht.

2.1 Molekulare Chaperone

Molekulare Chaperone bilden eine Gruppe verwandter Proteine, die aufgrund ihrer
Molekulargewichte in Klassen oder Familien unterteilt werden konnen. Manche Zellen
besitzen eine Vielzahl von Vertretern einer Chaperonfamilie. In der Hefe S. cerevisiae
konnten beispielsweise 14 verschiedene Hsp70-Varianten identifiziert werden (Craig et al.,
1999). Chaperone einer Familie weisen signifikante Sequenzhomologien auf und sind sich
strukturell und funktionell #hnlich. Vertreter unterschiedlicher Chaperonfamilien haben
hingegen kaum Homologien (Walter & Buchner, 2002). Die allgemeine Funktion aller
Chaperone ist die Bindung ungefalteter oder fehlgefalteter Polypeptide, die durch hydrophobe
Bereiche zur Akkumulation tendieren, und die Unterstiitzung dieser Substratproteine beim
Erreichen ihrer nativen Konformation. Die unterschiedlichen Chaperonfamilien werden im

Folgenden vorgestellt.
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Hsp60

In Bakterien ist der Vertreter dieser Chaperonfamilie das Chaperon GroEL, das in E. coli ein
Molekulargewicht von 57 kDa aufweist. Es ist zusammen mit dem Co-Chaperon GroES (10
kDa), an der Faltung einer Vielzahl von Proteinen beteiligt. Eine Deletion des groEL Gens
fithrt in E. coli zu einem letalen Phanotyp (Dougan et al., 2002; Fayet et al., 1989), was die
Wichtigkeit dieses Chaperons im Protein-Kontrollnetzwerk verdeutlicht.

Ein funktionelles GroEL/GroES- (GroELS-) System (Abb. A-1) besteht aus 2 komplexen
Strukturen (Abb. A-1, A), die einem Fal} dhneln und mindestens ein offenes Ende besitzen
(Braig et al., 1994; Xu et al., 1997).

Eine dieser komplexen FaB3-Strukturen wiederum besteht aus sieben ringférmig angeordneten
Untereinheiten (Abb. A-1, B), so da3 zwei voneinander unabhéngige Hohlrdume vorhanden
sind. An hydrophoben Bereichen der GroEL-Untereinheiten (Abb. A-1, B) erfolgt die

Bindung des zu faltenden Substrates.

Abb. A-1: Struktur des GroELS-Chaperonsystems aus Escherichia coli. In A ist eine
Seitenansicht des GroE-Komplexes dargestellt, der aus zwei GroEL-Doppelringen (grau und
griin), sowie einem GroES-Ring (rot) besteht. GroES bindet am oberen Ende des einen GroEL-
Ringes, was zur Ausbildung einer Faltungshohle fithrt und die Faltung eines vorliegenden
Substrates erlaubt. Ein GroEL-Ring wiederum besteht aus sieben GroEL-Untereinheiten (B), die
durch unterschiedliche griin-Tone dargestellt sind. Die in weill dargestellten Bereiche zeigen
hydrophobe Bereiche der GroEL-Untereinheiten, die an der Bindung des Substrates beteiligt sind.

Bindet das Co-Chaperon GroES an einen der beiden GroEL-Ringe (Abb. A-1, A), entsteht
eine von der Umgebung abgeschlossene Hohle, in der die Faltung des Zielproteins erfolgen
kann (Xu et al., 1997). Der GroE-Faltungszyklus wiederum umfaft drei Schritte: a) Bindung
des Substrates an den Chaperonkomplex, b) Faltung und c¢) Freilassung des gefalteten
Proteins ins Cytoplasma (Thirumalai & Lorimer, 2001; Walter, 2002). Beide GroEL-
Untereinheiten sind gleichzeitig aktiv, allerdings erfolgt der Durchlauf des Faltungszyklus
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zeitversetzt. Wahrend in der einen Untereinheit (trans) der Faltungsprozel ablduft, kann ein
neues Substrat an die andere Untereinheit (Cis) binden. Im Anschluf3 an die Aufnahme des
Substrates erfolgt die Bindung von ATP und GroES an die GroEL-Struktur, was eine
Konformationsédnderung von GroEL verursacht (Roseman, et al., 1996; Xu et al., 1997).
Dadurch nimmt die Affinintdt von GroEL zu dem Substrat ab, was zur Freilassung desselben
in die gebildete Faltungshohle fiihrt, wo seine Faltung erfolgen kann (Mayhew et al., 1996;
Weissman et al., 1995).

Aufgrund des begrenzten Volumens der Faltungshohle konnen durch dieses Chaperon nur
solche Substrate gefaltet werden, die weniger als 60 kDa grof3 sind (Sakikawa et al., 1999);
eine Beschrinkung durch strukturelle Eigenschaften des Substrates ist bei der GroE-
katalysierten Faltung nicht bekannt (Erbse, et al., 2003; Houry et al., 1999). Durch Hydrolyse
des ATP-Molekiils kommt es anschlieBend zu einer weiteren Anderung der GroEL-Struktur.
Dadurch kann die Bindung des GroES-Molekiils an dem zweiten (trans) GroEL-Ring
aufgehoben und das gefaltete Protein wieder entlassen werden. Dieser Komplex kann im
Folgenden neues Substrat aufnehmen, da an diesem GroEL-Komplex kein ATP gebunden ist
und er deshalb eine hohe Affinitit gegeniiber dem zu faltenden Protein besitzt.
Wihrenddessen kann der Faltungsproze im Inneren des cis GroEL-Komplexes vollendet

werden (Walter & Buchner, 2002).

Hsp70

Die Familie der Hsp70-Chaperone stellt die zentrale Gruppe im Protein-Kontrollnetzwerk dar.
Vertreter dieser Familie kommen in fast allen Kompartimenten eukaryotischer Zellen, in
Eubakterien aber auch bei den Archaea vor (Walter & Buchner, 2002). Die Gruppe dieser
Chaperonfamilie ist aulerdem an einer Vielzahl zelluldrer Prozesse beteiligt, in denen sie
unter anderem an der Faltung und Entfaltung von Proteinen beteiligt sind (Hartl, 1996). Durch
Bindung kurzer, hydrophober Segmente in teilweise gefalteten und fehlgefalteten Substraten,
konnen Hsp70-Chaperone die Aggregation und weitere Faltungsprozesse unterbinden (Craig
et al., 1999; Flynn et al., 1991). Das bestuntersuchte Chaperon dieser Proteingruppe, das
DnaK-Protein, stammt aus dem Gram-negativen Bakterium E. coli. Das Chaperon DnaK und
viele weitere Hsp70-Proteine interagieren mit zwei Klassen von Partnerproteinen, einem
Vertreter der Hsp40-Gruppe (in E. coli DnaJ) und dem GrpE-Protein. Beide Proteine
regulieren katalytische Schritte im Faltungszyklus von DnaK.

Hsp70-Proteine sind in eine N-terminale ATP-Bindedomine und eine kleinere C-terminale
Substratbindedoméne unterteilt (Abb. A-2, A). Die Kristallstrukturen beider Doménen des
DnaK-Proteins aus E. coli konnten gelost werden (Abb. A-2, B und C; Harrison et al., 1997,
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Zhu et al., 1996).

A

ATPase-Domiéne Substratbindedoméne

| |

Peptid: NRLLLTG

Abb. A-2: Aufbau des DnaK-Proteins aus E. coli. In A ist die Doménenstruktur des DnaK-
Proteins dargestellt. Dieses Protein kann in einer N-terminale ATPase- und eine C-terminale
Substratbindedomédne unterteilt werden. Die Kristallstruktur beider Doménen konnte separat
voneinander aufgeklart werden. Die Kristallstruktur der ATPase-Doméne ist in B gezeigt. ATP
gibt die genaue Position der Bindestelle an (nach Harrison et al., 1997). In C ist die
Kristallstruktur der Substratbindedoméne dargestellt (Zhu et al., 1996), an die ein Peptid (rot)
gebunden ist. Die Aminosduresequenz des Peptides ist angegeben. Diese Doméne unterteilt sich in
eine aus -Faltblittern bestehende (blau) und eine aus a-Helices gebildeten (gelb) Subdoméne.

Die Bindung des Substrates an das Chaperon DnaK erfolgt nicht direkt. Zunéchst tritt das Co-
Chaperon Dnal mit dem Zielprotein in Kontakt (Schroder et al., 1993) und assoziiert so an
das DnaK-Protein, welches wiederum mit einem ATP-Molekiil im Komplex vorliegt. Erst
dann kann der Transfer des Proteins auf das eigentliche Chaperon erfolgen. In diesem Prozef3
stimuliert das DnalJ-Protein die ATP-Hydrolyse am DnaK (Bukau & Horwich, 1998), was zu
einer Konformationsinderung fiihrt. Durch diese Anderung in der Struktur kann das Substrat
an das DnaK-Protein verankert werden (Pellecchia et al., 2000). SchlieBlich muf3 das
Zielprotein entlassen und das nach der ATP-Hydrolyse entstandene ADP-Molekiil am DnaK-
Protein gegen ein ATP ausgetauscht werden, um mit einem neuen Peptid in Kontakt treten zu
konnen. Diesen Geschwindigkeitsbestimmenden Schritt katalysiert das GrpE-Protein (Liberek
et al., 1991). Dabei setzt GrpE in einem ersten Schritt die Affinitit vom Chaperon DnaK
gegeniiber dem Nukleotid ADP herab, welches sich darauthin von diesem Protein ablost.

Danach kann das GrpE-Protein mit DnaK interagieren, bis, in einem zweiten Schritt, neues
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ATP an das DnaK-Chaperon bindet und das GrpE-Protein den Komplex verlaf3t (Schonfeld et
al., 1995). In diesem Zustand kann der DnaK-ATP-Komplex ein neues Substrat aufnehmen
und der beschriebene Zyklus erneut ablaufen.

Wihrend des Kontaktes zwischen dem Chaperon DnaK und dem Zielprotein stellt das
Chaperon keine abgetrennte Faltungsumgebung zur Verfiigung, wie bei dem Chaperon
GroELS, und es findet keine Konformationsdnderung am Substrat statt.

Statt dessen wird das Zielprotein ausschlieBlich vor Aggregations- oder weiteren
Faltungsprozessen bewahrt. Nach dem Abldsen des Substrates von dem DnaK-Protein, kann
es entweder spontan die richtige Konformation einnehmen, oder tritt mit spezielleren
Proteinen der Proteinmaschinerie, wie Vertretern der Hsp60- oder Hsp90-Chaperonfamilien,
in Kontakt.

Ein weiterer in E. coli beschriebener Vertreter der Hsp70-Familie ist das HscA-Protein. Das
hscA-Gen wird konstitutiv mit dem dnaJ-dhnlichen hscB-Gen cotranskribiert, ein grpE-
verwandtes Gen konnte hier aber nicht identifiziert werden (Dougan et al., 2002). Fiir das
HscAB-Chaperonsystem konnte gezeigt werden, dafl es essentiell fiir die Assemblierung

verschiedener Fe-S-Proteine in vivo ist (Silberg et al., 2001; Tokumoto & Takahashi, 2001).

Hsp90

Die Hsp90-Proteine bilden ebenfalls eine Chaperonfamilie. In eukaryotischen Zellen sind
diese Chaperone im Besonderen etabliert, lebensnotwendig, und beispielsweise fiir die
Faltung und Reifung wichtiger regulatorischer Proteine verantwortlich (Walter & Buchner,
2002).

Fir E. coli konnte ein Protein dieser Chaperonfamilie identifiziert werden. Dieses Protein,
HtpG, zéhlt aber zu den am wenigsten untersuchten Faltungsmodulatoren in diesem
Organismus. Daher ist auch nur wenig iiber die Funktion dieses Chaperons in Bakterien
bekannt. Fiir eine htpG-Deletionsmutante konnte einzig ein Wuchsdefekt bei einer
Temperatur von 44°C festgestellt werden (Bardwell & Craig, 1988). Aullerdem scheint das
HtpG-Protein Einflul bei der Sekretion von Zielproteinen zu nehmen (Shirai et al., 1996;
Ueguchi & Ito, 1992).

Hsp100

Eine weitere Gruppe von Chaperonen umfalit die Hsp100-Familie. Diese Proteine werden vor
allem nach einem Hitzeschock in groen Mengen produziert (Sauer et al., 2004; Lee et al.,
2004), sind aber nicht direkt an der Faltung oder Vermeidung von Aggregationen beteiligt
(Banyex & Mujacic, 2004; Hartl & Hayer-Hartl, 2002). Manche dieser Chaperone erkennen
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native Substrate und leiten ihre Entfaltung ein, oder konnen Proteinakkumulationen aktiv
auflosen (Sauer et al., 2004). Sie besitzen eine ATPase-Doméne und werden der Superfamilie
der AAA+-ATPasen zugeordnet (Ogura & Wilkinson, 2001). Zwei unterschiedliche Hsp100-
Klassen konnen unterschieden werden: a) Klasse I-Proteine besitzen zwei Nukleotidbinde-
Doménen (z.B. E. coli ClpA oder ClpB), wihrend b) Klasse II-Proteine nur eine
Nukleotidbinde-Domaéne besitzen (z.B. E. coli ClpX oder HslU). Eine weitere Gemeinsamkeit
weisen diese Proteine hinsichtlich ihrer Struktur auf. Sie bilden alle homohexamere Ringe aus
(Levchenko et al., 1995; Wawrzynow et al., 1995; Wickner et al., 1994) und sind, mit
Ausnahme des ClpB-Proteins, in der Lage, mit einer Protease, z.B. ClpP, zu interagieren, was
durch ein bestimmtes Aminosduresequenzmotiv vermittelt wird (Joshi et al., 2004; Kim et al.,
2001). Auf diese Weise konnen solche Chaperone die gebundenen Substrate einer
proteolytischen Degradation zuteilen (Lee & Tsai, 2005).

ClpB zihlt als einziger Vertreter der Hsp100-Familie zu den klassischen Chaperonen (Parsell
et al., 1994). Um streB3-geschéddigte Proteine aus einem aggregierten Zustand zu befreien, ist
eine Kooperation zwischen ClpB und dem Chaperon DnaK nétig (Glover & Lindquist, 1998;
Goloubinoff et al., 1999; Mogk et al., 1999).

sHsp

Da die Vertreter der Familie der kleinen Hitzeschockproteine (sHsp — small heat-shock
proteins) spezifisch ungefaltete Proteine vor Aggregationsprozessen bewahren konnen
(Horwitz, 1992; Jakob & Buchner, 1994), gehoren sie ebenfalls zu den molekularen
Chaperonen. In E. coli zdhlen u.a. die Proteine IbpA und IbpB, zwei je 16 kDa grofe
Proteine, zu dieser Chaperonfamilic (Allen et al., 1992). Das Besondere bei dieser
Chaperongruppe ist, daB3 sie funktionell, aber auch strukturell bzw. bezogen auf ihre GroB3e,
sehr inhomogen sind (Walter & Buchner, 2002). Als gemeinsames Merkmal besitzen die
Vertreter dieser Proteingruppe einen konservierten C-Terminus, in dem eine o-kristalline-
Domaéne lokalisiert ist (de Jong et al., 1993; Narberhaus, 2002). Eine weitere Gemeinsamkeit
dieser Chaperone ist, da3 sie oligomere Komplexe aus 12-42 Untereinheiten bilden kdnnen.
Aufgrund einer hohen Bindungsaffinitit konnen diese Chaperone mit je einem Zielprotein pro
Untereinheit eine grole Anzahl von Proteinen komplexieren (Lee et al., 1997). Dabei ist
bekannt, dal3 es hinsichtlich der Bindung mit dem Chaperon keine Limitierung der GréB3e des
Zielproteins gibt (Ehrnsperger et al., 1998). Solche Chaperon-Zielprotein-Komplexe sind sehr
stabil (Ehrnsperger et al., 1998; Haslbeck et al., 1999; Lee et al., 1997), konnen aber spéter
wieder aufgehoben werden. Bei dem Aufkommen grof8er Mengen nicht-nativen Proteins, z.B.

nach einem Hitzeschock oder durch eine heterologe Expression verursacht, binden sHsps an
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die Zielproteine. Im Anschlu8 konnen die ungefalteten Proteine an geeignete Chaperone

weitergegeben werden, die dann die korrekte Faltung des Zielproteins ermoglichen.

2.2 Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerasen

Neben den klassischen molekularen Chaperonen, die dazu nétig sind, die Ausbildung von
Proteinakkumulationen zu verhindern oder wieder aufzuheben, bzw. giinstige Faltungs-
bedingungen bereitzustellen, gibt es eine weitere Enzymklasse, die fiir das Erzielen der
korrekten Konformation eines Proteins essentiell sein kann, die Peptidyl-Prolyl cis-trans
Isomerasen (PPlasen). Diese Proteine wurden 1984 erstmals beschrieben (Fischer et al.,
1984).

Die normalen Peptidbindungen kommen in der Regel in der trans-Konformation vor, die
energetisch deutlich giinstiger ist, als die cis-Bindung (Kim & Baldwin, 1982; Schmid, 1993).
Eine Ausnahme stellen jedoch Peptid-Bindungen dar, in denen die Aminosédure Prolin C-
terminal enthalten ist. Hier ist die Energiedifferenz zwischen der cis- und der trans-
Konformation relativ gering, so dal 7% der Bindungen als cis-Isomere vorkommen kénnen
(Stewart et al., 1990). Die energetische Barriere der cis-trans-Isomerisierung ist dennoch sehr
hoch, so dal diese Umlagerung einen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt
(Schmid, 2001). Die richtige Konformation ist fiir die Funktionalitit eines Enzyms
unverzichtbar, so daB3 die Katalyse der Isomerisierung einer solchen Bindung dazu beitrigt,
ein biologisch aktives Protein zu erhalten.

Die PPlasen werden in drei Familien eingeteilt: die Cyclophiline, die FK506-bindende
Proteine (FKBP) und die Parvuline (Dolinski & Heitman, 1999; Goéthel & Marahiel, 1999;
Heitman et al., 1992; Rahfeld et al., 1994; Schmid, 1993). Die Einteilung in diese Familien
beruht auf der Tatsache, daB verschiedene Vertreter dieser Enzyme unterschiedliche
Substanzen binden kdnnen und ihre Aktivitit dadurch inaktiviert wird. So fiihrt Cyclosporin
A zur Inhibierung der PPlase-Aktivitit der Cyclosporine, das FK506 inhibiert die Aktivitat
der FKBPs, und die Parvuline werden weder von Cyclosporin A noch von FK506 inhibiert
(Rahfeld et al., 1994; Rudd et al., 1995). Zwischen diesen drei PPlase-Familien besteht keine
Sequenzhomologie oder Ubereinstimmung hinsichtlich der Substratspezifitit. In E. coli
konnten bisher verschiedene periplasmatische und cytoplasmatische PPlasen identifiziert
werden, zu denen beispielsweise der Triggerfaktor (TF), SurA, SlyD, PpiA, PpiB oder PpiD
zdhlen (Baneyx & Mujacic, 2004; Fischer, 1994; Schifer et al., 1999; Schmid, 2001).

Ein wichtiger Vertreter dieser Enzymgruppe ist der Triggerfaktor. Dieses Enzym bindet nahe

am Peptidausgang von Ribosomen und nimmt direkt nach ihrer Bildung Kontakt zu kurzen
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Peptidketten auf. Zwar zdhlt das Protein zu den PPlasen, doch muB3 ein Substrat nicht
zwingend ein Prolin enthalten, um von diesem Enzym gebunden zu werden (Patzelt et al.,
2001). Normalerweise interagiert der TF mit kurzen neu-synthetisierten Peptiden, kann aber
auch mit groBen (> 60 kDa) Multidoménen-Proteinen assoziiert sein, die 10-20 % des E. coli
Proteoms ausmachen (Deuerling et al., 2003). Hier zeigt der Triggerfaktor ein mit dem
Chaperon DnaK iiberlappendes Substratspektrum.

Zusitzlich ist das Protein TF an dem Sec- und SRP-abhédngigen Transport von Proteinen ins
Periplasma beteiligt. Durch eine Bindung an ein Zielpeptid kann die wachsende
Aminosédurekette ungehindert gebildet werden und eine effiziente, nachfolgende Bindung an

das Chaperon SecB wird ermoglicht (Buskiewicz et al., 2004).

2.3  Dsb-Proteine

Ein bedeutender Unterschied zwischen dem Periplasma und dem Cytoplasma Gram-negativer
Bakterien ist die oxidierende Umgebung. Um Oxidationsvorginge im Cytoplasma zu
unterbinden, besitzen E. coli Zellen geeignete Systeme, die Proteine in ihrem reduzierten
Zustand halten. Dazu zdhlen das Thioredoxin/ Thioredoxin-Reduktase-System (Carmen-Harel
& Storz, 2000; Russel, 1995) und das Glutaredoxin/ Glutaredoxin-Reduktase-System (Aslund
et al., 1994; Carmel-Harel & Storz, 2000). Im Gegensatz dazu werden Proteine, die ins
Periplasma transportiert wurden oxidiert (Missiakas & Raina, 1997). Es konnte gezeigt
werden, daf} die Ausbildung von Disulfidbriicken in vitro mehrere Stunden bis Tage bendtigt
(Gilbert, 1997; Sosnick et al., 1994), diese Bindungen werden in vivo hingegen in wenigen
Sekunden gebildet (Bardwell, 1994). Diese zeitliche Diskrepanz ist mit der Verfiigbarkeit von
speziellen Enzymen zu erkldren, die im Periplasma von E. coli die Bildung von
Disulfidbriicken katalysieren konnen, die Dsb-Proteine (disulfide-bond Proteine). In E. coli
konnten bisher sechs Proteine identifiziert und charakterisiert, die an der Bildung und
Isomerisierung von Disulfidbriicken beteiligt sind (Andersen et al., 1997).

Bei der Ausbildung von Disulfidbriicken reagiert zunidchst das DsbA-Protein mit den
Zielproteinen und oxidiert freie Thiole zu einer solchen Bindung (Messens & Collet, 20006).
Nach der Ubertragung einer Disulfidbriickenbindung auf das Zielprotein wird das DsbA-
Protein in einem reduzierten Zustand wieder frei gesetzt. Fiir das DsbA-Protein konnten ca.
300 putative Substrate in E. coli vorhergesagt werden (Hiniker & Bardwell, 2004), was ¢in
breites Substratspektrum dieses Enzyms aufzeigt (Kadokura et al., 2003; Leichert & Jakob,
2004). Um eine neue katalytische Oxidation durchfithren zu kdnnen, mufl es danach wieder

reoxidiert werden, was durch das in der inneren Membran integrierte DsbB-Protein erfolgt
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(Bader et al., 1999; Bardwell et al., 1993). Letzteres libertrdgt im Anschlufl die Elektronen
durch einen FluB} iiber Ubiquinon und Cytochromoxidasen auf molekularen Sauerstoff, der
somit zu Wasser reduziert wird (Bader et al., 1999).

Da DsbA ein unspezifisch wirkendes Enzym ist, konnen Bindungen in ein Protein eingefiigt
werden, die nicht zur Ausbildung der nativen Konformation fiihren. In solchen Féllen ist eine
Korrektur der entsprechenden Bindung nétig, was durch die Disulfidisomerasen DsbC bzw.
DsbG ermoglicht wird. Fiir ihre Funktionalitit miissen diese beiden Enzyme in einem
reduzierten Zustand vorliegen. Dies kann durch das Protein DsbD sichergestellt werden, das
unter Verbrauch cytoplasmatischen NADHs Elektronen auf die beiden Disulfidisomerasen
tibertragen kann (Rietsch et al., 1997).

Der sechste in E. coli identifizierte Vertreter der Dsb-Familie ist das Protein CcmG (DsbE).
Auch an dieses Protein, das essentiell fiir die Reifung von Cytochrom C ist, werden

Elektronen iibertragen (Stirnimann et al., 2005; Thony-Meyer, 2002).
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3 Pseudomonas aeruginosa

Das Gram-negative, fakultativ anaerobe Bakterium Pseudomonas aeruginosa (aecrugo = lat.
Griinspan) wird aufgrund von 16S rRNA-Vergleichen phylogenetisch zu der Klasse der y-
Proteobakterien gezahlt (Olson et al., 1994). Dieses ubiquitdar vorkommende Bakterium wird
nicht nur in Béden und Gewdssern gefunden, sondern konnte auch von Pflanzen, oder aus
dem Darmtrakt von Menschen und Tieren isoliert werden.

P. aeruginosa zeichnet sich durch ein hohes pathogenes Potential gegeniiber Pflanzen, Tieren
und Menschen aus (Smith & Iglewski, 2003). Infektionen mit diesem opportunistischen
Bakterium treten vor allem bei immunsupprimierten Patienten auf, die beispielsweise an
Brandwunden, AIDS, Krebs oder der Erbkrankheit cystische Fibrose (CF) leiden (Lyczak et
al., 2000). Die Behandlung von P. aeruginosa Infektionen wird durch die hohe intrinsische
Antibiotikaresistenz dieses Bakteriums sowie die Ausbildung von Biofilmen erschwert
(Conway et al., 2003; Heiby, 2002). Das enorme pathogene Potential kann auf die Produktion
und Sekretion einer Vielzahl von Virulenzfaktoren zuriickgefiihrt werden. Dazu zdhlen
beispielsweise die folgenden Proteine: das Exopolysaccharid Alginat, Exotoxin A, Exoenzym
S, mehrere Proteasen, drei Phospholipasen und zwei Lipasen (Zulianello et al., 2006).

Die metabolische Vielseitigkeit von P. aeruginosa und dessen Anpassungsfihigkeit an
verschiedene Habitate geht mit einem umfangreichen genetischen Repertoire einher. Seit dem
Jahr 2000 ist die vollstindige Sequenz des 6,33 Mbp groBen Genoms entschliisselt und
veroffentlicht (Stover et al., 2000). P. aeruginosa ist ein vielseitiges Bakterium, das sich vor
allem durch seine Stoffwechselvielfalt auszeichnet. Es kann bei Temperaturen von 5°C —
42°C wachsen, wobei das Temperaturoptimum 37°C betrdgt, es hat geringe Anspriiche
hinsichtlich seines Nihrstoffbedarfs, so dal Acetat als Kohlenstoffquelle und
Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle im Minimalmedium ausreichen (Hof et al., 2000;
Madigan et al., 2000; Palleroni, 1993). AuBlerdem konnte kiirzlich gezeigt werden, dal3 dieses
Bakterium mit Hilfe des Enzyms SdsA auch das Molekiil Natriumlaurylsulfat (SDS)
verstoffwechseln kann (Hageliiken et al., 2006). Weitere Charakteristika von P. aeruginosa
sind seine lophitriche Begeilelung, die Produktion von fluoreszierenden Farbstoffen wie
Pyocyanin und Pyoverdin, sowie die Fahigkeit zur Denitrifikation (Madigan et al., 2000).
Aufgrund einer Vielzahl sekretierter Proteine ist dieses Bakterium von besonderem
biotechnologischen Interesse (Jacger et al., 1996a/b; 1997; 1999; Jaeger & Reetz, 2000).

Wie andere Organismen auch, verfiigt P. aeruginosa iiber ein komplexes und gut reguliertes
Protein-Kontrollsystem. Dadurch kann sichergestellt werden, daB3 die in diesem Organismus

produzierten Proteine ihre native Konformation erzielen und somit ihre biologische Funktion
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erfiillen konnen. Die Besonderheit hierbei ist, dal mit ca. 5.570 vorhergesagten Genprodukten
deutlich mehr Proteine kontrolliert und gefaltet werden miissen, als in anderen bakteriellen
Organismen (s. E. coli: 4.400 Gene vorhergesagt), was eine hohere Anzahl an
Faltungsmodulatoren oder Proteine mit breiterem Substratspektrum in P. aeruginosa

vermuten 1aft.

4 Zielsetzung dieser Arbeit

Mit der voranschreitenden Sequenzierung pro- und eukaryotischer Genome steigt auch die
Anzahl der neu zu charakterisierenden Gene und Genprodukte exponentiell an. Um diese
eingehend charakterisieren und gegebenenfalls einer biotechnologischen Verwertung
zugénglich machen zu konnen, werden leistungsfahige Expressionssysteme bendtigt, die eine
schnelle und universelle Produktion verschiedenster Proteine erlauben. Bislang spielt das
Gram-negative Bakterium E. coli eine bedeutende Rolle. Es ist nicht nur leicht und
kostengiinstig kultivierbar, sondern ist aulerdem biochemisch und genetisch gut untersucht,
und kann in Hochzelldichte-Fermentationen eingesetzt werden (Baneyx & Mujacic, 2004;
Jana & Deb, 2005). Trotz einer Vielzahl geeigneter Strategien, diverse Proteine heterolog in
diesem Organismus zu exprimieren, kommt es bei der Produktion vieler Proteine zu
Problemen, so dal} nicht die gewiinschte Ausbeute biologisch aktiven Proteins erzielt werden
kann. Vor allem die Produktion komplexer eukaryotischer Proteine verlduft in diesem
Bakterium oftmals erfolglos.

Ein héufig auftretendes Problem bei der Produktion rekombinanter Proteine ist die
Aggregation des Zielproteins im Cytoplasma von E. coli, die z.B. durch falsche oder
unvollstindige Faltungsprozesse oder aufgrund zu hoher Expressionsraten des rekombinanten
Proteins verursacht wird. In solchen Féllen konnte gezeigt werden, da3 die Coexpression von
Faltungsmodulatoren die Ausbeute rekombinanter Proteine deutlich verbessern kann, was
allerdings ein trial-and-error Versuch ist und nicht immer zum Erfolg fiihrt. Griinde dafiir
sind beispielsweise darin begriindet sein, dal der richtige Faltungsmodulator nicht
identifiziert oder eingesetzt werden konnte.

Ein genereller und umfassender Ansatz, der zur Verbesserung der Expression heterologer
Gene angewandt werden kann, ist bisher nicht verfiigbar. Deshalb sollte im Rahmen dieser
Arbeit eine umfangreiche Genexpressionsbank konstruiert werden. Diese ermdglicht eine
randomisierte Expression einzelner oder gruppierter Faltungsmodulatorgene mit heterologen
Genen in unterschiedlichen Gram-negativen Organismen. Somit kann mehreren mdglichen

Problemen bei heterologen Expressionen entgegengewirkt werden. Dafiir sollten im Rahmen
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dieser Arbeit folgende Punkte bearbeitet werden:

1 Aufgrund der unterschiedlichen Funktionen im Faltungsprozel3 sollten moglichst
viele verschiedene Faltungshelfer getestet werden. Dafiir sollten zunichst
samtliche Gene identifiziert werden, die fiir putative Faltungshelfer in dem

Bakterium P. aeruginosa codieren.

2 Die identifizierten Gene, die fiir Faltungshelfer in diesem Organismus codieren,
sollten aus dem Chromosom des Wildtyp-Stammes P. aeruginosa PAO1 isoliert
und in spezielle Klonierungsplasmide eingebracht werden. Auf diese Weise sollte
die enorme Kapazitit ausgenutzt werden, die fiir die Organisation von ca. 5.600

Genprodukten in diesem Bakterium vorhanden ist.

3 AnschlieBend sollte eine Genexpressionsbank erzeugt werden. Darin sollten nicht
nur eine Vielzahl einzelner Chaperone und Faltungskatalysatoren vorliegen,
sondern vor allem randomisierte Kombinationen von drei Faltungsmodulatorgenen
auf je einem broad-host-range Expressionsplasmid der Expressionsbank verfligbar

gemacht werden.

4 Durch Coexpressionsversuche mit verschiedenen Zielproteinen aus Pro- und
Eukaryoten sollte schlieBlich die Effektivitdt dieser Genexpressionsbank
untersucht werden. Dabei war das Ziel, die jeweiligen Faltungsmodulatoren oder
Kombinationen dieser Proteine, die zu einer Verbesserung der Ausbeute 16slichen,

aktiven Zielproteins fiihren, zu identifizieren.
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B Material & Methoden

1 Chemikalien & Enzyme

Alle in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika, Chemikalien und Enzyme wurden in p.A.-
Qualitiét bei folgenden Firmen bezogen:

Antibiotika: Gerbu (Geilberg), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen).

Chemikalien: Biomol (Hamburg), Fluka (Sternheim), Gibco BRL (Eggenstein), Merck
(Darmstadt), Pharmacia (Freiburg), Riedel-de-Haén (Seelze), Roth (Karlsruhe), Sigma
(Deisenhofen), Serva (Heidelberg).

Enzyme: Restriktionsenzyme wurden von den Firmen MBI Fermentas (St. Leon-Rot) und
New England Biolabs (Schwalbach) bezogen. Weitere Enzyme wurden von folgenden Firmen
bezogen: Lysozym von Sigma (Deisenhofen), T4-DNA-Ligase, Ribonuclease A und T4-
DNA-Polymerase von MBI Fermentas (St. Leon-Rot), Pfu-DNA-Polymerase von Stratagene
(Heidelberg), Gateway-Clonase-Enzym-Mixe von Invitrogen (Carlsbad, USA).
Medienkomponenten: Difco (Detroit, USA), Gibco BRL (Eggenstein), Oxoid (Wesel).

2 Verwendete Bakterienstimme und Plasmide
Tabelle B-1: Ubersicht iiber verwendete Bakterienstimme.

Stamm genetische Eigenschaften Referenz/ Quelle
Escherichia coli F ompT hsdSp (r5 mg) gal dem(Alts857 | Studier & Moffat,
BL21(DE3) indl Sam7 nin5 lavUV5- T7genel) 1986
Escherichia coli F" gyrA462 endAl A(srl-recA) merB mrr | Invitrogen,

DB3.1 hsdS20(rg’, mg’) supE44 aral4 galK2 | Karlsruhe

lacY 1 proA2 rpsL.20(Sm") syl5 Aleu mlt1
Escherichia coli thi pro hsdRM' mit chromosomal | Simon et al., 1986
S17-1 integriertem  [RP4-2-Tc:Mu:Km'::Tn7,

Tra" Tri" Str']
Escherichia coli F, mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) | Grant et al., 1990
TOP10 ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139

A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str")

endAl, nupG
Pseudomonas Wildtyp Holloway et al.,
aeruginosa PAO1 1979
Pseudomonas ACllipAl' slipH), miniD-180  (Tc'lacl® | Jaeger et al., 1997
aeruginosa PABST7.1 | Picuvs-T7 gene 1)
Pseudomonas hypersecreting Colicin A Mutante des | Filloux,
aeruginosa PAH11 PAOI1 unver6ffentlicht
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Tabelle B-2:

Ubersicht der verwendeten Vektoren.

Plasmide

genetische Eigenschaften

Referenz/ Quelle

Vektoren fir E. coli

pBSL141

Ap', Gm', ColE1

Alexeyev et al., 1995

pDEST'™ R4-R3

Ap', Cm', ccdB, attR4, atiR3,

Invitrogen, Karlsruhe

pDONR™ P4-P1R

Km', Cm', ccdB, attP4, attP1R

Invitrogen, Karlsruhe

pDONR™ P2R-P3

Km', Cm', ccdB, attP2R, attP3

Invitrogen, Karlsruhe

pENTR/SD/D-TOPO

Km', RBS, atfL1, atfl.2

Invitrogen, Karlsruhe

pET16b P17 Pl Ap' ColE1, His-Tag NOVAGEN,
Madison, USA
pET22b (+) Prro10 Ap® ColE1 pelB lacl NOVAGEN,
Madison, USA
PGATRfA Cm" Ap' ccdB attR1 attR2 Invitrogen, Karlsruhe
pSUP202 pBR325 Ap" Cm' T¢" mob Simon et al., 1983

Vektoren mit breitem

Wirtsspektrum

pBBR1IMCS Plac P17Cm" mob lacZa Kovach et al., 1994

pBBRIMCS-3 Piac Pr7lacZa Tc" mob rep Kovach et al., 1995

pSWefp pTZ110 mit promotorlosem gfp Wilhelm,
unverOffentlicht

pUCPKS Plac P17 Apr ColE1-SF lacZa Watson et al., 1996

pVLT31 lacl’, Py, Tc', mob, rep De Lorenzo et al.,

1993

rekombinante Plasmide

pBaBIFN1 Puc Apr Tc" IF2a ColE] Wacker, Miinchen
pBaBIFN1ATc" Puc Apr ATc' (Sall/ Nhel) IF2a ColE1 | diese Arbeit
pBBL7 pBBRIMCS + Xmnl/ Smal-Fragment, | Diiffel, 1995

2,8 kb, llpA/H, Piac

pDEST-BBRTc-R4R3 1,7 kb-ccdB-Kassette aus pDEST'" | diese Arbeit
R4-R3 in Smal-site des pPBBRIMCS-3

pDEST-VLT31 Kpnl/ Xbal-ccdB-Kassette aus | diese Arbeit
pGATRSfA in pVLT31
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Fortsetzung Tab. B-2

5’-Position im Multisite-Vektor

pENTR-Chaperon pENTR/SD/D-TOPO  mit  entspr. | diese Arbeit
Chaperongen

pENTR-Chaperon-3’ pDONR "™P2R-P3 mit Chaperongen; | diese Arbeit
3’-Position im Multisite-Vektor

pENTR-Chaperon-5’ pDONR™P4-PIR mit Chaperongen; | diese Arbeit

pET16b-SMlipA

pET16b-Derivat; S. marcescens lipA-
Gen in Ncol-BamHI einkloniert (aus
pLipRB)

Becker et al., 2005

pET22b-CalB

pET22b-Derivat; C. antarctica CALB-
Gen einkloniert

Andexer,
unvero6ffentlicht

pET19b a-Dom (Hise)

EstA N-Terminus in pET19b Ndel/
Xhol kloniert (N-Hisg)

Schulz, 2005

pET22b-gfp pET22b-Derivat; GFP aus pSWgfp in | diese Arbeit
EcoRl/ Hindlll einkloniert

pEXP-Chaperon pVLT31 mit einzelnem Chaperon/- | diese Arbeit
system (s. Tab. C-6)

pEXP-1 ... 42 pBBR1MCS-3 mit drei | diese Arbeit
Chaperongenen kombiniert (s. Tab. C-7)

pRE-ADH pKATl-Derivat, re-adh Gen in Ndel/ | Abokitse, 2004
BamHI kloniert

pPRR-ADH pKAT1-Derivat, rr-adh Gen iiber Ndel/ | Abokitse, 2004
BamHI kloniert

3 Verwendete Oligonukleotide

Tabelle B-3: Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukleotide.
Bezeichnung DNA-Sequenz (in 5’— 3’ Richtung) Merkmal/
Modifikation
AttB2-3’-up GGG GAC AGC TTT CTT GTA CAA AGT | anB2-
GGA ATC CGC GGC CGC CTT GTT T Erkennungssequenz
AttB3-3’-dwn GGG GAC AAC TTT GTA TAA TAA AGT | anB3-
TGT GTC GGC GCG CCC ACC CTT Erkennungssequenz
AttB1-5’-dwn GGG GACTGC TTT TTT GTA CAA ACT TGT | anB1-
GTC GGC GCG CCC ACC CTT Erkennungssequenz
AttB4-5’-up GGG GAC AAC TTT GTA TAG AAA AGT | aB4-
TGA TTC CGC GGC CGCCTTGTT T Erkennungssequenz
ccdBattR3-dwn CAA CTA TGT ATA ATA AAG TTG AAC
ccdBattR4-up CAA CTT TGT ATA GAA AAGTTG A
dwn-skp TAT TGT CGA CTC GCG GCG CCA Sall
M13 forward TGT AAA ACG ACG GCC AG
M13 reverse CAG GAA ACA GCT ATG AC
PA-Nummer-up up-Primer zur Amplifizierung der CACC-Sequenz am
P. aeruginosa Chaperon- und Faltungs- 5’-Ende; noétig fiir
katalysatorgene zur Klonierung in den Vektor | TOPO-Klonierung
pENTR/SD/D-TOPO — Sequenzen sieche G-
2, Tabelle G-1
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Fortsetzung Tab. B-3

PA-Nummer-dwn | dwn-Primer zur Amplifizierung der

P. aeruginosa Chaperon- und Faltungs-

katalysatorgene zur Klonierung in den Vektor

pENTR/SD/D-TOPO — Sequenzen siche G-

2, Tabelle G-1
RT-lipA-up CCT CGG GGT CGA CTA CTG GT fiir RealTime PCR
RT-lipA-dwn CAG TTG GAC TAG CCG GTG TC fiir RealTime PCR
RT-rpoD-up GCG CAA CAG CAATCT CGT CT fiir RealTime PCR
RT-rpoD-dwn ATC CGG GGC TGT CTC GAA TA fiir RealTime PCR
RT-dnaK-up ACC GTT CCG GCC TAC TTC AA fiir RealTime PCR
RT-dnaK-dwn GAT CAC CGA CAC GTC GAA GG fiir RealTime PCR
RT-groEL-up AAG CCA TCG AAG GCC TGA AG fiir RealTime PCR
RT-groEL-dwn TAG TTG CCG GAA CCC TGC TT fiir RealTime PCR
RT-ppiA-up CCG TAC CGG AGT GGT CGA TT fiir Real Time PCR
RT-ppiA-dwn GGA ACC TTG GCG ATC TGG TC fiir RealTime PCR
RT-tig-up GCG TGT GCT CAA CCT GAC CT fiir RealTime PCR
RT-tig-dwn TTT CCT TCA CGC CGA ACA GA fiir RealTime PCR
up-skp TAT TAA GCT TCA ACT CGG TGC GGG HindIIl

4 Anzucht von Bakterien

4.1 Niahrmedien

Luria-Bertani-Medium (LB) (Sambrook et al., 1989):
10 g/l Trypton; 10 g/l NaCl; 5 g/l Hefextrakt

Trypton-Phosphat-Medium (TP) (Moore et al., 1993):
20g/1 Pepton, 2g/l Na2HPO4, 1g/1 KH2PO4, 15g/1 Hefeextrakt

Zur Herstellung von Festmedien wurde den Medienkomponenten 1,5 % (w/v) Agar
zugegeben.  Hitzelabile Chemikalien wurden mit Membranfiltern mit einem
Porendurchmesser von 0,2 um (Schleicher und Schiill, Dassel) sterilfiltriert und den fiir
20 min bei 120 °C autoklavierten Medien bei einer Temperatur von < 60°C zugesetzt.

4.2 Testmedien

Tributyrin-Agar (Kok et al., 1993)

7,5 ml Tributyrin und 0,75g Gummi arabicum ad 15 ml A. dest. mischen, das Tributyrin mit
Ultraschall (3 min, 75 W, 100%) emulgieren und zu 500 ml autoklaviertem LB-Agar (60°C)
geben. Lipolytische Aktivitdt zeigt sich durch Bildung klarer Héfe um die Bakterienkolonie.

Skim Milk Agar
5% (w/v) Magermilchpulver (30 min, 105°C) in LB-Agar. Proteaseaktivitit zeigt sich durch
klare Hofbildung um die Bakterienkolonie.
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4.3  Kultivierung und Lagerung von Bakterien

Kulturen von E. coli und P. aeruginosa wurden, soweit nicht anders angegeben, in LB-
Medium angeimpft und {iber Nacht bei 37 °C inkubiert. Fliissigkulturen mit einem Volumen
von 5 ml wurden in Reagenzgldsern in einem Reagenzglas-Rotator (Neolab, Heidelberg),
groBere Volumina in Erlenmeyer-Kolben auf einem Inkubationsschiittler (Unitron, Infors HT,
Bottmingen, CH) bei 150 Upm inkubiert, wobei das Volumen zwischen Kulturvolumen und
Volumen des verwendeten Kolbens 1:5 bis 1:10 entsprach. Bakterienstimme mit plasmid-
oder genomcodierten Resistenzmarken wurden unter Selektionsdruck durch Zugabe des
jeweiligen Antibiotikums kultiviert.

Als Ubernachtkulturen (UK) wurden solche Kulturen bezeichnet, die mindestens 16 h
bebriitet wurden. Hauptkulturen wurden aus einer UK auf eine 0.D. ssonm = 0,05 beimpft. Zur
Induktion einer Uberexpression wurden die Kulturen mit 0,4 mM IPTG induziert und, je nach
zu synthetisierenden Zielprotein, fiir 3-42 h bei 37°C bzw. 30°C bis zur Ernte der Zellen
weiter inkubiert (s. Tab. B-4).

Tabelle B-4: Anzuchtsbedingungen bei der Uberexpression verschiedener Zielprotein im heterologen
Wirt E. coli.
Zielprotein Inkubation nach Inkubations-
IPTG-Induktion [h] temperatur [°C]
Rhodococcus erythropolis ADH 18 30
Rhodococcus ruber ADH 18 30
Pseudomonas aeruginosa EstAa 3 37
Serratia marcescens LipA 3 37
Candida antharctica CALB 3 30
Aquorea victoria GFP 16 37
humanes [F2ab 42 30

Zur Lagerung von Bakterien wurden diese auf Festmedien ausgestrichen und nach erfolgter
Bebriitung bei 4°C gelagert. Zur dauerhaften Lagerung von Bakterien wurden UKs mit 7 %

(v/v) DMSO versetzt und bei -80°C eingefroren.

Tabelle B-5: Konzentration der zur Selektion eingesetzten Antibiotika.
Inkubation nach Inkubations-
IPTG-Induktion [h] temperatur [°C]

Ampicillin (Ap) 100 /
Carbenicillin (Cb) 100 600
Chloramphenicol (Cm) 50 300
Irgasan (Ig) / 25
Gentamycin (Gm) 10 30
Kanamycin (Km) 50 /
Tetracyclin (Tc) 10 100

5 Isolierung von Nukleinsiuren

Chromosomale DNA aus Zellen von E. coli sowie P. aeruginosa wurde mit Hilfe des DNeasy
Tissue Kits der Firma Qiagen isoliert.
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli und P. aeruginosa erfolgte nach der von
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Birnboim & Doly (1979) beschriebene Methode der alkalischen Lyse oder durch die
Verwendung des Miniprap-Kits der Firma Eppendorf (Hamburg) und des Midipréip-Kits der
Firma Qiagen (Hilden) nach Herstellerangaben.

Zur Aufreinigung von RNA aus E. coli Zellen wurde das RNeasy Mini-Kit der Firma Qiagen
(Hilden) verwendet. Die Durchfiihrung wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Die Konzentration von DNA- und RNA- Prédparationen wurde durch analytische
Gelelektrophorese bestimmt.

6 Gelelektrophorese von Nukleinsiduren

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Analyse von DNA und RNA sowie der gezielten
Isolierung von DNA-Fragmenten durchgefiihrt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte
nach Sambrook et al. (1989) in 0,6 - 2 %igen (w/v) Agarosegelen.

Als Elektrophoresepuffer wurde 0,5 x TBE (45 mM Tris-Base; 45 mM Borat; 1,25 mM Na,-
EDTA; pH 8,3) verwendet. Als GroBenstandard fiir die DNA-Gele wurde die ,,1kb-ladder
von Invitrogen (Karlsruhe) eingesetzt. Die Geldokumentation wurde auf dem ,,Gel Print
2000i“-Videodokumentationssytem der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) sowie mittels des
»EBagle Eye II*-Videodokumentationssytems der Firma Stratagene (Heidelberg) durchgefiihrt.
Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des
,Perfectprep® Gel cleanup“-Kits der Firma Eppendorf (Hamburg) nach Angaben des
Herstellers.

7 In vitro-Rekombination von DNA

Die Restriktion von DNA, Modifikation von DNA-Enden und Ligation von DNA-
Fragmenten wurden nach Sambrook et al. (1989) sowie nach den Angaben des Herstellers der
jeweiligen Enzyme in den mitgelieferten Puffern durchgefiihrt.

Weiterhin wurde das pENTR™ Directional TOPO® Cloning Kit der Firma Invitrogen
eingesetzt. Die Reaktionen wurde nach Angaben im Manual durchgefiihrt (Instruction Manual
Version C, Dezember 2003).

Zur Konstruktion von Plasmiden mit drei unterschiedlichen, hintereinander angeordneten
Genen, wurde das MultiSite Gateway”™ Three-Fragment Vector Construction Kit der Firma
Invitrogen (Karlsruhe) eingesetzt. Die BP-, LR- oder LR-Plus-Rekombinationen wurden nach
Herstellervorgaben durchgefiihrt (Instruction Manual Version C, November 2004).

8 Transformation von Bakterienzellen mit Plasmid-DNA

Die Herstellung transformationskompetenter E. coli-Zellen sowie die Transformation von
Plasmid-DNA wurden nach Hanahan (1983) durchgefiihrt.

9 Ubertragung von Plasmid-DNA durch Konjugation

Mobilisierbare Plasmide wurden in Zellen von P. aeruginosa durch di-parentale Konjugation
eingebracht. Dabei wurde je 1 ml einer UK des Plasmid-haltigen Donorstammes E. coli S17-1
mit 1 ml Zellen des jeweiligen Rezipientenstamms von P. aeruginosa, die zuvor fiir 10 min
bei 46°C inkubiert wurden, gemischt und durch Zentrifugation (1 min; 10.000 Upm; RT)
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sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen fiir mindestens 4 h bei 37 °C auf
einer LB-Agarplatte inkubiert, bevor diese in 0,14 M NaCl suspendiert und in Verdiinnungen
10" bis 10 auf Selektivagar ausplattiert wurden. Zur Kontraselektion des Donorstammes
enthielt der Selektivagar zusitzlich 25 pg/ml Irgasan (Ciba Geigy, Basel, CH).

10  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde nach Saiki et al. (1988)
durchgefiihrt. Es wurden standardméfig PCR-Ansdtze mit einem Volumen von 50 pl
angesetzt, die sich wie folgt zusammensetzten: 1 ng Plasmid- oder 10 ng genomische DNA
als Matrizen-DNA, 25 pmol von jedem Oligonukleotid, 0,2 mM dNTPs und 2,5 U Pfu- oder
Pfu-Turbo-Polymerase im jeweiligen Reaktionspuffer des Herstellers. Die PCR wurde in dem
PCR-Automaten ,Mastercycler Gradient® der Firma Eppendorf (Hamburg) mit dem
folgenden Programm durchgefiihrt: 1 x (2 min 98 °C); 30 x (1 min 95°C; 0,5 min 55-65 °C je
nach Schmelztemperatur der eingesetzten Oligonukleotide; 0,5-5 min 72°C je nach Léange des
zu amplifizierenden Fragmentes); 1 x (10 min 72 °C). Die Reinigung der PCR-Produkte
erfolgte unter Verwendung des ,.Perfectprep® Gel cleanup“-Kits der Firma Eppendorf
(Hamburg) nach Angaben des Herstellers.

Unerwiinschte PCR-bedingte Mutationen wurden durch die Sequenzierung der PCR-Produkte
ausgeschlossen.

11  Reverse Transkription

Die Synthese von cDNA erfolgte ausgehend von 500 ng Gesamt-RNA, die durch reverse
Transkription mit den in Tabelle B-3 angegebenen Oligonukleotiden und reverser
Transkriptase (OmniScript™ Reverse Transcriptase; QIAGEN, Hilden) in c¢DNA
umgeschrieben wurde. Die RNA wurde vor der Synthese 5 min bei 65 °C inkubiert und dann
5 min auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurde der vorbereitete Mastermix aus
Reaktionspuffer, Nukleotiden und Enzym zugegeben. Die Synthese erfolgte fiir 1 h bei 37°C.
Die synthetisierte cDNA wurde ohne weitere Aufreinigung als template in eine RealTime
PCR eingesetzt.

12 RealTime PCR

Die RealTime PCR wurde mit dem Mastercycler” ep realplex (Firma Eppendorf, Hamburg)
durchgefiihrt. Als Reagenzien dienten die Bestandteile des ,,Quantitect SYBR Green [“-Kit
(QIAGEN, Hilden). Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I bindet an doppelstringige DNA
und hat ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 521 nm. Bei der Messung
erfolgte eine Anregung der in Eppendorf” twin.tec PCR-Platten vorliegenden Proben bei einer
Anregungswellenldnge von 470 nm. Die Fluoreszenzmessung erfolgte bei einer Wellenldnge
von 530 nm. In Tabelle B-6 ist der Ablauf der RealTime PCR sowie der Schmelzkurve
aufgelistet.

Die Auswertung der RealTime PCR wurde mit Hilfe der Software ,,realplex 1.0 (2005)“ der
Firma Eppendorf durchgefiihrt.
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Tabelle B-6: Ablauf der RealTime PCR. Nach Vorinkubation erfolgt die Amplifikation in 50
PCR-Zyklen. Das Produkt wird im Anschlufl anhand der Schmelzkurve analysiert.

Programm Schritt Temperatur Zeit Zyklen | Fluoreszenz-
Detektion
Vorinkubation 95 °C 1 min 1 -
Amplifikation | Denaturierung 95 °C 10s 50 -
Annealing Primer- 20 s -
abhingig
Synthese 72 °C Produkt [bp]/ 25 s -
Messung 72-86 °C 0s einfach
Schmelzkurve | Denaturierung 95 °C 0s 1 -
Annealing 65 °C 15s -
Aufschmelzen 95°C 0s kontinuierlich
der DNA Temperatur-
Erhoéhung =
0,1 °C/s
Kiihlung 40 °C 30s -

13  Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde als Auftragsarbeit von der Firma Sequiserve
(Vaterstetten) durchgefiihrt.

14  Gewinnung von Kulturiiberstinden und Gesamtzellextrakten

Zellfreie Kulturiiberstinde wurden durch Zentrifugation (15 min, 6.000 Upm, 4°C) gewonnen
und im Bedarfsfall sterilfiltriert (Schleicher & Schiill, NC45 Membranfilter, 0,45 pm
Porendurchmesser).

Das Zellsediment wurde entsprechend einer 0.D. sgonm = 15 in 1 ml ZellaufschluBBpuffer,
Trispuffer (100 mM Tris-HCI, pH 8,0) oder Kaliumphosphatpuffer (100 mM Kpi, pH 6.0),
aufgenommen und anschlieend einer Ultraschallbehandlung unterzogen (Branson-Sonifier
W250, 2 min, Leistungszyklus 50 %, 20 Watt). Die so erhaltenen Gesamtzellextrakte (GZE)
konnte in Enzymtests eingesetzt (B-16), weiter fraktioniert (B-15) oder bei -20°C gelagert
werden.

15  Fraktionierung von E. coli-Zellen

Die Zelltrimmer wurden durch eine Zentrifugation fiir 2 min bei 3.000 Upm aus dem GZE
(B-14) entfernt. Zur weiteren Aufteilung des GZE in 16sliche und nicht-16sliche Fraktionen
konnte fiir weitere 30 min bei 14.000 Upm zentrifugiert werden. Die hierbei sedimentierten
Proteine (Inclusion bodies) wurden direkt in 1 Vol. SDS-Probenpuffer oder ZellaufschluB3-
puffer aufgenommen, wihrend die im Uberstand lokalisierten 16slichen Proteine direkt in
Enzymtests eingesetzt (B-16) oder mit 2 Vol. SDS-Probenpuffer versetzt und auf
Proteingelen tliberpriift wurden (B-19). Die Lagerung der Proteinproben erfolgte bei -20°C.
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16 Enzymaktivititstests

16.1 Bestimmung der Aktivitit von Alkoholdehydrogenasen

Die Bestimmung der Aktivitdt der ADHs erfolgte photometrisch. Der Test wurde bei 30°C
und pH 6,0 durchgefiihrt und verlief {iber die Messung der Extinktionsabnahme von NADH
bei 340 nm. Diese beruht auf dem Lambert-Beer’schen Gesetz. Die Enzymaktivitdten wurden
nach folgender Formel berechnet:

AE  Extinktionsdnderung
AE -V \Y Gesamtvolumen des Ansatzes (ml)
U= \% Enzymvolumen (ml)
d-g-v € Extinktionskoeffizient (mM'cm™) [eNADH=6,22]
d Schichtdicke der Kiivette (cm)

StandardmiBig wurde die Aktivitit der ADHs in einem Reaktionsvolumen von 1 ml
bestimmt. Als Substrat diente p-Cl-Acetophenon fiir die Reduktionsreaktion. Nach 2-5
miniitiger Vorinkubation bei 30 °C wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe der
Enzymlosung gestartet. Pro Reaktion wurden 970 ul 100 mM Kp; (pH 6,0) mit 3 mM p-Cl-
Acetophenon, 20 pl 12,5 mM NADH sowie 10 pl Enzymldsung eingesetzt.

16.2 Bestimmung der Lipase Aktivitit im pNPP-Test (Winkler & Stuckmann,
1979)

In basischer Losung adsorbiert abgespaltenes p-Nitrophenol Licht der Wellenldnge A = 410
nm. Die 0.D. 4;0nm 15t somit ein MaB fiir die Aktivitdt der Lipase.

Substratemulsion: 207 mg Natriumdesoxycholat, 100 mg Gummi arabicum, 90 ml Sérensen
Phoshatpuffer pH 8,0 (Losung A: 8,9 g/l Na,HPO,, Losung B: 0,68 g/l KH,HPO,4 [A:B —
17:1]); 30 mg pNP-Palmitat in 10 ml Isopropanol. Pro Reaktion wurden 2,5 ml
Substratemulsion mit 20-100 pl Probe vermischt und fiir 15 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurde die 0.D. 4j0nm der einzelnen Ansitze im Spektralphotometer (Zeiss PMQ
IT) gemessen. Dabei entspricht die gemessene 0.D. 410 nm=1 einer Lipasemenge von 0,121 ng
bzw. einer Enzymaktivitdt von 0,161 nkat.

16.3 Aktivititsbestimmung der Esterase EstA

Pro Reaktion wurden 1,5 ml (V) Testlosung [25 pl pNPCaproat in 5 1L Ethanol gelost; plus
100 ml Puffer (100 mM KP;pH 7,2; 10mM Mg,SO4)] mit 5-50 ul (v) Probe vermischt und fiir
15 min bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurde die 0.D.4jonm der Ansidtze im
Spektralphotometer (Zeiss PMQ II) bestimmt. Angegeben werden die Werte als relative
Aktivitit in U/ ml (Extinktionskoeffizient € = 10400 M™).

16.4 Fluoreszenzmessung des Griin-fluoreszierenden Proteins

Zur  Quantifizierung der  Fluoreszenzemission des GFP-Proteins wurde ein
Fluoreszenzphotometer verwendet. Es wurde jeweils 1 ml GZE (B-14) mit einer Zelldichte,
die einer 0.D. sg nm von 1 entsprach, in QS Viertelmikrokiivetten (Hellma) bei einer
Anregungswellenldnge von 475 nm in einem Emissionsbereich von 490 — 550 nm vermessen.
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Die Dokumentation der Spektren erfolgte mit der Fluorescence Data Manager Software von
Perkin Elmer, die Auswertung mit Microsoft Excel. Die jeweilige Fluoreszenzintensitét als
nrelative  Fluoreszenzemission wurde aus der gemessenen Fluoreszenzemission pro
Zelldichte, die einer 0.D. von 1 entsprach, und pro 1 ml Zellextrakt oder Zellsuspension
berechnet.

16.5 Zymogrammgele

GZE (B-14) oder Fraktionsproben, die in einer SDS-PAGE aufgetrennt wurden und z.B. eine
Esteraseaktivitidt aufweisen, konnen mittels 4-Methylumbelliferyl-butyrat im Gel sichtbar
gemacht werden (Riedel ef al., 2003). Hierfiir inkubiert man das SDS-Gel fiir 20 min in 10 ml
50 mM Tris-HCI mit 25 % Isopropanol und UN in 10 ml 50 mM Tris-HCI. Die Entwicklung
der Gele erfolgte mit 0,01 M 4-Methylumbelliferyl-butyrat in DMF. Die Esterase wird dann
durch ihre GroBe und Substratspezifitit gegeniiber dem blau-fluoreszierenden Methylum-
belliferyl-butyrat, in einem SDS-Polyacrylamidgel mittels UV-Licht visualisiert. Die
Dokumentation wurde auf dem ,,Gel Print 2000i“-Videodokumentationssytem der Firma
MWG-Biotech (Ebersberg) sowie mittels des ,,Eagle Eye II*-Videodokumentationssytems der
Firma Stratagene (Heidelberg) durchgefiihrt.

17  Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden nach der Methode von Bradford (1976) im Spektral-
photometer "Novaspec" (Pharmacia) bestimmt. Als Referenz diente Rinderserumalbumin
(BSA).

18  Prizipitation von Proteinen (Peterson, 1977)

Proteinproben wurden mit 0,1 Volumen Natriumdesoxycholat-Losung (1% w/v) vermischt
und mit 0,1 Volumen 70%iger (w/v) Trichloressigsdure versetzt und 5 min auf Eis inkubiert.
Nach der Zentrifugation (30 min, 13000 Upm) wird das Sediment zweimal mit 80%-igem
Aceton gewaschen und getrocknet.

19  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in einem
diskontinuierlichen Gelsystem nach Laemmli (1970), bestehend aus einem 5 %-igen Sammel-
und einem 15 %-igen Trenngel. Die Proteinproben wurden in SDS-Probenpuffer (50 mM
Tris/HCI pH 6,8; 4 % (w/v) SDS; 10 % (v/v) Glycerol; 2 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 0,03 %
(w/v) Bromphenol-Blau R-250) aufgenommen und 10 min bei 95°C denaturiert.

Die elektrophoretische Trennung erfolgte in der Gelapparatur ,,Mini Protean II Dual Slap
Cell* der Firma Bio-Rad (Miinchen) bei einer Spannung von 100 - 200 V. Proteine wurden
mit Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva, Heidelberg) geférbt.
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20 Immunodetektion von Interferon 2ob

Die Immunodetektion von Proteinen erfolgte nach ihrer Auftrennung in einem
denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel. Die Proteine wurden mittels einer Transferapparatur
der Firma Bio-Rad (Mini Trans-Blot Elektrophoretic Transfer Cell) auf eine PVDF-Membran
(Fa. Millipore) iibertragen (Wilson & Yunan, 1989). Die Ubertragung erfolgte 15 min bei
150 mA und weitere 20 min bei 300 mA konstanter Stromstirke in Dunn-Carbonat-Puffer (10
mM NaHCOs3, 3 mM Na,COs, 20 % (v/v) Methanol) (Dunn, 1986). AnschlieBend wurde die
PVDF-Membran mindestens 30 min in PBS-Puffer [10 mM NaH,PO4, 150 mM NaCl, pH
7,5, 0,05 % Triton X 100] mit 5 % (w/v) Magermilchpulver blockiert. Das Interferon wurde
mit einem indirekten Enzym-Immunoassay nachgewiesen. Der Anti-human-IFN-alpha
Antikorper (Pepro Tech EC) wurde in einer Konzentration von 0,1 pg/ ml, und der
Zweitantikorper Ziege-Anti-Kaninchen-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat (Southern Biotech)
wurde in einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt.

Der Nachweis durch das ECL-System (Enhanced Chemiluminescence Western Blotting
detection system, Amersham Buchler, Braunschweig) erfolgte nach den Angaben im
Herstellerprotokoll. Die Dokumentation erfolgte iiber die Belichtung eines Rontgenfilmes.

21  Computerprogramme und Online-Datenbanken

Die Analyse von DNA- und Aminosduresequenzen erfolgte mit Hilfe der
Computerprogramme ,,CLONE Manager for Windows 7 (Scientific and Educational
Software), dem ,,DNA STAR“-Programmpaket (Lasergen). Homologievergleiche wurden mit
den BLAST-Algorithmen des NCBI-Servers (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) durchgefiihrt
(Altschul et al., 1997). DNA-Sequenzinformationen von P. aeruginosa wurden von dem
»Pseudomonas-Genome  Project“  bezogen  (http://www.pseudomonas.com).  Zur
Identifizierung von konservierten Proteindoménen wurde die folgende Internetseite genutzt:
http://pfam.wustl.edu/index.html.

In dieser Arbeit wurden Ergebnisse mit Hilfe eines Scanners, einer digitalen Kamera sowie
einer Videodokumentationsanlage digitalisiert und elektronisch in das Manuskript
eingebunden. Wihrend der Datenerfassung und der Datenverarbeitung wurden keine
inhaltlichen Anderungen der Abbildungen vorgenommen.
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C Ergebnisse

Bei der heterologen Synthese von Proteinen in Bakterien (z. B. Escherichia coli) kann es zu
verschiedenen Engpdssen kommen, welche die Ausbeute gravierend beeintrachtigen.
Wichtige Faktoren sind dabei zelluldre Prozesse wie Degradation, Faltung und Stabilitdt des
heterologen Proteins in der Wirtszelle. Aus vorausgegangenen Arbeiten ist bekannt, daf3 die
Coexpression von bakteriellen Faltungshelfern in vielen Fillen zu einer Verbesserung der
Proteinausbeute fithren kann (Baneyx & Mujacic, 2004; Goloubinoff et al., 1989; Hoffmann
& Rinas, 2004). Jedoch muB fiir jedes Protein neu untersucht werden, ob die Coexpression
von Chaperonen grundsétzlich den gewiinschten Effekt bewirkt (Hockney, 1994; Walter &
Buchner, 2002). Deshalb war das primdre Ziel dieser Arbeit, eine Toolbox aus
unterschiedlichen Faltungshelfern zusammenzustellen, welche die Coexpression eines
Zielgens mit beliebigen Kombinationen verschiedener Faltungsmodulatoren erlaubt. Hierfiir
sollten Proteine aus dem Gram-negativen Bakterium Pseudomonas aeruginosa identifiziert
werden, die an generellen Protein-Faltungsprozessen beteiligt sind. Im Unterschied zu vielen
anderen Mikroorganismen, die ausschlielich in konstanten Lebensbedingungen vorkommen
konnen, zeichnet sich das Bakterium P. aeruginosa durch seine Vielfiltigkeit aus. Dies
bezieht sich nicht nur auf seine natiirlichen Habitate, sondern auch auf die von ihm tolerierten
Wuchstemperaturen (Palleroni, 1993; Madigan et al., 2000). Weiter besitzt P. aeruginosa ein
verhdltnisméaBig groBes Genom (6,33 Mbp), verglichen mit anderen Bakterien (z.B. E. coli:
4,64 Mbp). Fiir die daraus resultierende Anzahl von 5.570 vorhergesagten Genprodukten (fiir
E. coli werden 4.400 Gene vorhergesagt), deren Faltung liberwacht werden muf}, wird ein
universelles System aus Chaperonen und Foldasen bendtigt. Vergleicht man die Anzahl von
cyto- und periplasmatischen Faltungsmodulatoren zwischen den beiden Bakterien E. coli und
P. aeruginosa, weisen sie beide eine dhnliche Zahl an Faltungshelfern auf. Dies deutet darauf
hin, dal mit einem vergleichbaren Set von Proteinen in P. aeruginosa die Faltung einer
groBeren Anzahl von Genprodukten kontrolliert werden muf3 als in E. coli. Dies konnte durch
ein breiteres Substratspektrum der Faltungshelfer gewéhrleistet sein.

Um die gewiinschte Chaperon-Coexpressionsbank konstruieren zu koénnen, muflte zunéchst
iberpriift werden, welche Chaperone und Faltungskatalysatoren tatsichlich in diesem
Organismus vorhanden sind. Dazu wurde eine umfassende Datenbankanalyse durchgefiihrt,
um moglichst alle in P. aeruginosa vorkommenden Gene zu identifizieren, deren

Genprodukte an der Faltung und Stabilitdt von Proteinen beteiligt sein konnten.
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1 Identifizierung von Chaperonen und Faltungskatalysatoren in

Pseudomonas aeruginosa

Seit dem Jahr 2000 ist das 6,33 Mbp groBe Genom des Bakteriums P. aeruginosa vollstindig

sequenziert und die Sequenzdaten unter www.pseudomonas.com verfiigbar (Stover et al.,

2000). Diese Datenbank umfaflit 5.570 annotierte orfs (open reading frames) und wurde fiir

die Sequenzanalyse zugrunde gelegt. Dabei wurde die Moglichkeit genutzt, in der

Pseudomonas-Datenbank Funktionssuchen durchfithren zu konnen. So wurde eine

umfassende Datenbankanalyse zur Identifikation von Chaperonen und Hitzeschockproteinen

durchgefiihrt.

Tabelle C-1: Durch Sequenzvergleiche identifizierte molekulare Chaperone und Hitzeschockproteine
in P. aeruginosa. Bei den bereits annotierten orfs ist der Genname mit angegeben. AuBerdem
sind die Grofen der identifizierten Gene [bp], sowie die ihrer Genprodukte [kDa] angegeben.
Die Homologien gegeniiber bekannten Proteinen [%] und der Ursprungsorganismus sind
genannt.

orf- Genname | Gengrofie | Proteingrofe Ahnlichkeit
Nummer [bp] [kDa] [Yo]
PA1596 htpG 1.905 71,7 78% zu HtpG aus E. coli
PA1801 clpP 642 23,5 86% zu ClpP aus E. coli
PA1802 clpX 1.281 47,0 85% zu ClpX aus E. coli
PA2614 lolA 627 23,1 51% zu LolA aus E. coli
PA2863 lipH 1.023 37,5 57% zu LipH aus
Pseudomonas mendocina
PA3126 ibpA 450 16,6 67% zu IbpA aus E. coli
PA3221 csaA 336 12,1 68% zu CsaA aus B. subtilis
PA3810 hscA 1.860 66,4 87% zu HscA aus E. coli
PA3811 hscB 522 20,2 80% zu HscB aus
Azotobacter vinelandii
PA4385 groEL 1.644 57,1 95% zu GroEL aus A. vinelandii
PA4386 groES 294 10,3 96% zu GroES aus A. vinelandii
PA4760 dnaJ 1.134 40,3 78% zu Dnal aus E. coli
PA4761 dnaK 1.914 68,4 87% zu DnaK aus E. coli
PA4762 grpE 561 20,7 63% zu GrpE aus E. coli
PA5053 hslV 534 18,8 100% zu HslV aus E. coli
PAS5054 hslU 1.344 50,1 54% zu HslU aus E. coli
PA5128 secB 489 18,1 71% zu SecB aus E. coli
PAS5193 yrfl 894 32,8 62% zu Yrfl aus E. coli

Es konnte eine groBe Anzahl von Genen identifiziert werden, deren Genprodukte hohe

Sequenziibereinstimmungen zu bereits beschriebenen Faltungshelfern aus anderen Bakterien

aufweisen. Darunter befinden sich neben einigen molekularen Chaperonen auch Peptidyl-

Prolyl cis-trans Isomerasen (PPlasen) und Disulfidbriicken-bildende-Proteine (Dsb-Proteine;
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disulfide bond formation). AnschlieBend wurden Sequenzvergleiche mit den von der DNA-
Sequenz abgeleiteten Aminosduresequenz des jeweiligen P. aeruginosa Faltungshelfers
durchgefiihrt, um die erhaltenen Ergebnisse zu verifizieren.

Zusétzlich zu den molekularen Chaperonen und Hitzeschockproteinen, die bereits in
P. aeruginosa annotiert sind, konnten in dieser Arbeit weitere Leserahmen gefunden werden,
die bisher als putative Faltungshelferproteine in der Pseudomonas-Datenbank gefiihrt wurden.
Nach einem Homologievergleich mit ihren ermittelten Aminosduresequenzen konnte mit
Hilfe einer Funktion, die die Suche nach Proteindoménen erlaubt, weiter untersucht werden,
welche solcher Doménen, die fiir Chaperone und Hitzeschockproteine charakteristisch sind,
diese putativen Proteine enthalten. Die hierbei erhaltenen Daten sind in Tabelle C-2

aufgelistet.

Tabelle C-2: Putative Chaperone und Hitzeschockproteine aus P. aeruginosa. Uber spezifische
Doménen in der Proteinsequenz konnten weitere Kandidaten identifiziert werden, die fiir
klassische Chaperone codieren konnten. Neben der Nummer des orfs sind GroBen des Gens
[bp] und des daraus resultierenden Proteins [kDa] angegeben. Die fiir Chaperone
charakteristische Doméne ist ebenfalls angefiihrt.

orf- Gengrofie | Proteingrofle | identifizierte Ahnlichkeit
Nummer [bp] [kDa] Proteindomiine [%]
PA1068 1.911 70,7 Hsp90-ATPase | 47% zu HtpG aus E. coli
PA2725 1.884 68,8 AAA-Familie | 51% zu Hsp100-Region aus
Trypanomsoma brucei
PA3365 1.116 42,1 AAA-Familie | 99% zu AmiB aus
P. aeruginosa
PA3647 507 19,1 OmpH-Doméne | 48% zu Skp aus E. coli
PA3842 351 13,2 CesT-Chaperon | 56% zu Chapeon aus
Domine Yersinis pestis
PA4873 1.266 46,3 Hsp70-Doméne | 50% zu DnaK aus
Rhodobacter capsulatus
PA5195 396 14,8 S4-Doméine 67% zu YrfH aus E. coli

Auf diese Weise konnten sieben weitere Gene identifiziert werden, welche in die Chaperon-
Coexpressionsbank aufgenommen werden sollten. Bei diesen Kandidaten sind
unterschiedliche Proteingruppen der molekularen Chaperone vertreten. So besitzt das putative
Protein PA1068 eine Hsp90-ATPase-Doméne (Lindquist & Craig, 1988), die auch im HtpG-
Protein aus E. coli vorliegt. Zwei weitere orfs (PA2725 und PA3365) weisen eine AAA-
(= ATPase associated with various cellular activities) Doméne in ihrer abgeleiteten
Proteinsequenz auf (Confalonieri & Duguet, 1995; Neuwald et al., 1999), die in
verschiedenen Hitzeschockproteinen vorkommt. Fiir den Leserahmen PA3647 konnte gezeigt
werden, daB} dieser eine OmpH (outer membrane protein like)-dhnliche Doméne besitzt. Mit

diesem Kandidaten konnte ein homologes Protein zu dem periplasmatischen Chaperon Skp
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aus E. coli identifiziert werden, das in diesem Organismus als einziges echtes
periplasmatisches Chaperon beschrieben ist (Chen & Henning, 1996; Baneyx & Mujacic,
2004). Dort ist dieses Chaperon an der Reifung von Proteinen der &uleren Membran beteiligt
(Schafer et al., 1999). Auch das putative Protein PA3842 weist eine Homologie von 56 % zu
einem bereits in Y. pestis beschriecbenen Chaperon auf (Delahay et al., 2002). Mit dem
putativen Protein PA4873 konnte ein mogliches Chaperon identifiziert werden, das eine
Hsp70-Domine enthilt (Bukau & Horwich, 1998), und eine Ahnlichkeit von 50 % zu dem
DnaK-Protein aus R. capsulatus besitzt. Damit konnte neben dem in einem Operon codierten
DnaK-Protein (orf PA4761) ein zweiter Vertreter der Hsp70-Familie in P. aeruginosa
ermittelt werden. SchlieBlich konnte mit PA5195 ein putatives homologes Protein zu dem
E. coli Protein YrfH identifiziert werden.

Eine weitere bedeutende Enzymgruppe, die an der Faltung von Proteinen beteiligt ist,
vereinigt die Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerasen. Auch von diesen Enzymen konnten einige

im Genom von P. aeruginosa identifiziert werden (Tab. C-3).

Tabelle C-3: Auflistung der putativen Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerasen aus P. aeruginosa. Die
aufgefiihrten Gene sind bereits annotiert. Von ihnen sind sowohl die orf-Nummer als auch der
Genname, GroBle des Gens [bp] und Proteingrofle [kDa] angegeben. AuBlerdem ist das bereits
charakterisierte Protein aufgelistet, zu dem die hochste Sequenziibereinstimmung festgestellt

wurde.

orf-Nummer | Genname | Gengrofie | Proteingrofie Ahnlichkeit
[bp] [kDa] [Yo]

PA0594 SUrA 1.293 48,5 60% zu SurA aus E. coli
PA0837 slyD 486 17,0 65% zu SlyD aus E. coli
PA1793 ppiB 498 18,1 77% zu CypB aus E. coli
PA1800 tig 1.311 48,6 72% zu TF aus E. coli
PA1805 ppiD 1.866 68,7 51% zu PPlase D aus E. coli
PA1996 ppiC1l 279 10,2 68% zu PPlase C aus E. coli
PA3227 ppiA 564 20,1 73% zu PPlase A aus E. coli
PA4176 ppiC2 282 10,0 67% zu PPlase C aus E. coli
PA4572 fkiB 618 21,8 67% zu FkIB aus E. coli

Fiir diese Gruppe der Faltungskatalysatoren waren bereits sdmtliche cytoplasmatischen und
periplasmatischen Modulatoren, die in E. coli beschrieben sind, annotiert.

Ferner konnten fiinf weitere Leserahmen in P. aeruginosa gefunden werden, die fiir Proteine
dieser Enzymgruppe codieren konnten. Diese sind in Tabelle C-4 aufgefiihrt. In den meisten
Féllen konnte eine PPlase-Domaéne gefunden werden, die fiir den FKBP-Typ (FK506-binding
protein) dieser Enzyme charakteristisch ist (Fischer & Schmid, 1990; Galat, 1993). Hierzu
zéahlen die durch die orfs PA3262, PA3717, PA4558 und PA5254 codierten Proteine. Zwei

weitere Gene konnten iiber die Moglichkeit, Proteindoménen zu identifizieren, gefunden
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werden, deren Genprodukte eine Rotamase-Doméne aufweisen (Fischer & Schmid, 1990).
Dies sind die orfs PA0699 und PA3871, die beide Homologien zu bereits beschriebenen und

charakterisierten Proteinen aus anderen Organismen aufweisen (s. Tab. C-4).

Tabelle C-4: Putative Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerasen aus P. aeruginosa. Uber spezifische
Doménen in der Proteinsequenz konnten weitere Kandidaten identifiziert werden, die fiir
PPlasen codieren konnten. Neben der Nummer des orfs sind die GroBe des Gens und des
daraus resultierenden Proteins angegeben. Die identifizierte Doméne und ein homologes, bereits

charakterisiertes Protein sind ebenfalls erwéhnt.

orf-Nummer | Gengrofie | Proteingrofie | identifizierte Ahnlichkeit
[bp] [kDa] Proteindomiine [%]

PA0699 945 33,7 Rotamase- 48% zu PPlase-Domaéne
Doméne aus Acinetobacter sp.

PA3262 762 26,8 FKBP-Typ 62 % zu fkpB-Gen aus
PPlase-Doméne  [E. coli

PA3717 342 12,6 FKBP-Typ 66% zu Rotamase aus
PPlase-Domédne  [Neisseria meningitidis

PA3871 819 30,1 Rotamase- 47% zu NifM aus
IDomaéane IAzotobacter croococcum

PA4558 441 16,0 FKBP-Typ 63% zu FKBP-Typ
PPlase-Domédne  [PPlase aus E. coli

PA5254 630 23,0 FKBP-Typ 51% zu FKIB aus E. coli
PPlase-Doméne

Weiter konnten Gene identifiziert werden, welche fiir Proteine codieren, die zu der Gruppe
der Dsb-Proteine zihlen. Innerhalb dieser Enzymklasse wurden im Genom von P. aeruginosa
sieben orfs gefunden, die fiir Dsb-Proteine codieren. Diese sind in Tabelle C-5 aufgefiihrt.
Hier sind alle fiir das Dsb-System notwendigen Proteine identifiziert, die fiir einen
funktionierenden Zyklus, wie fiir E. coli (Hiniker & Bardwell, 2003; Kadokura et al., 2003)
oder fiir P. aeruginosa beschrieben (Urban et al., 1999), notwendig sind.

Tabelle C-5: Aufstellung der Dsb-Proteine aus P. aeruginosa. Die Tabelle enthilt die identifizierten Dsb-
Proteine aus P. aeruginosa. Neben den Gennamen, orf-Nummern und der Gengrofie,
sind auch Informationen zur GroBe des moglichen Genproduktes angegeben. Zusétzlich sind die
Organismen mit den entsprechenden Proteinen angegeben, welche die hochste Ahnlichkeit zu
dem Pseudomonas Protein besitzen.

orf- Genname | Gengrofle | Proteingrof3e Ahnlichkeit
Nummer [bp] [kDa] [Yo]
PA0538 dshB 510 18,1 51% zu DsbB aus E. coli
PA1481 ccmG 543 20,1 67% zu DsbE aus E. coli
PA2476 dshG 771 28,1 71% zu DsbG aus E. coli
PA3737 dsbC 729 26,1 58% zu DsbC aus E. coli
PA4845 dsbhD 1.776 62,9 94% zu DipZ aus P. aeruginosa
PA5256 dsbH 492 17,8 51% zu DsbH aus

Burkholderia cepacia
PAS5489 dsbA 636 23,4 82% zu DsbA aus A. vinelandii
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SchlieBlich muB3 noch eine Enzymgruppe erwiahnt werden, deren Mitglieder an der richtigen
Faltung und Herstellung von Proteinen beteiligt sind, die zum Bewegungsapparat von
P. aeruginosa gehoren. Zu dieser Gruppe konnen vier Kandidaten gezahlt werden.

Hierbei handelt es sich um die Chaperone CupA2, CupAS5S sowie CupB2 und CupB4. Auch
fiir diese Gruppe konnte mit PA0499 zusitzlich ein Leserahmen identifiziert werden, dessen
putatives Genprodukt eine fiir pili assembly chaperones charakteristische Doméne enthalt
(Holmgren & Branden, 1989). Die entsprechenden Gene wurden ebenfalls in die Chaperon-
Toolbox aufgenommen.

Insgesamt konnten somit 58 unterschiedliche Leserahmen identifiziert werden, deren DNA-
Sequenzen im Anhang unter G-1 zu finden sind. Unter den identifizierten Leserahmen

befinden sich 53 einzelne Faltungshelfergene sowie 5 Operons.

2 Erzeugung einer P. aerguinosa skp-Mutante

Mit Hilfe von Homologievergleichen konnten 15 Leserahmen identifiziert werden, die fiir
mogliche weitere Faltungsmodulatoren in P. aeruginosa codieren konnen. Das putative
Genprodukt des orf PA3647 weist Homologien zu dem einzigen echten periplasmatischen
Chaperon Skp aus E. coli auf. Die Sequenzdhnlichkeit beider Proteine liegt bei ca. 50 %.
Bisher konnte in P. aeruginosa kein solches periplasmatisches Chaperon charakterisiert
werden. Aufgrund der hohen Anzahl sekretierter bzw. in der duleren Membran vorliegender
Proteine in diesem Bakterium war es von besonderem Interesse zu untersuchen, ob dieses Gen
fiir ein Protein mit Chaperonfunktion codiert. Aus diesem Grund sollte eine P. aeruginosa
skp-Deletionsmutante hergestellt werden.

Auf dem Chromosom von P. aeruginosa ist der orf PA3647 in einer Genregion lokalisiert
(s. Abb. C-1), in der viele Gene zu finden sind, die fiir Membranproteine (s. Abb. C-1:
PA3848) oder Proteine der Zellwandsynthese, der Lipopolysaccharidschichtsynthese (LPS;
siche Abb. C-1: ipxDAB) oder fiir Kapselproteine codieren. Da in Bakterien Gene, die fiir
bestimmte Zellfunktionen benétigt werden hdufig in Genregionen geclustert vorliegen, kann
diese Beobachtung ebenfalls als Hinweis gewertet werden, dafl die Funktion von PA3647 eng
mit der Reifung dieser Proteine zusammenhéangt.

Fiir die Herstellung einer skp-Mutante in P. aeruginosa sollte das Wildtyp-Gen auf dem
Chromosom durch ein mittels Interposoninsertion mutiertes Allel ersetzt werden. Um eine
solche Mutation in das Wildtyp- (WT) Gen einbringen zu kénnen, wurde ein rekombinantes
Plasmid benétigt, welches a) mobilisierbar ist, um nach P. aeruginosa iibertragen zu werden;

b) in P. aeruginosa nicht repliziert wird, damit eine Integration in das Genom erfolgen muf;
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und c¢) eine selektionierbare Interposonkassette mit ca. 500 bp groBen flankierenden
homologen Sequenzen besitzt, damit eine Rekombination ins Chromosom erfolgen kann. Ein
Schema der Konstruktion des Mutagenesevektors fiir die Mutation im orf PA3647 ist in
Abbildung C-1 dargestellt.

1.000 bp

I |
XX
+ 1510 bp
PCR-Produkt
up-skp
D % =) X >—
'PA3848 skp ipxD fabz ipxA ipxB
dwn-skp
A
f_)%

—GOm’ 5 Askp-Gm'I
<« lm pAskp-Gm* 1T

Abb. C-1: Schematische Darstellung der Genregion und der Lage der Interposonmutation
zur Erzeugung von skp-Mutanten in P. aeruginosa. Diese Abbildung zeigt ein Schema zur
Erzeugung einer P. aeruginosa skp-Mutante. Der Maf3stab der Genregion ist in Basenpaaren [bp]
angegeben. Oberhalb der chromosomalen skp-Genregion ist eine physikalische Karte mit der
Position der relevanten Xhol-Erkennungsstellen (X) und dem in einer PCR amplifizierten Bereich
dargestellt. Die Bindestellen der Primer auf der chromosomalen DNA sind eingezeichnet (up-skp
bzw. dwn-skp). Im unteren Teil der Abbildung ist gezeigt, wie die Interposonkassette einkloniert
wurde (Gm'": Gentamycin-Resistenzkassette). Eine detaillierte Beschreibung der Klonierung
erfolgt im Text.

Unter Verwendung der Primer up-skp und dwn-skp (s. B-3) konnte das 1.510 bp gro3e DNA-
Fragment amplifiziert werden. Dieses wurde anschliefend in die ECORV-Schnittstelle des
Suizidvektors pSUP202 einkloniert. Durch die Hydrolyse mit dem Enzym Xhol konnte dann
ein ca. 100 bp groBes Fragment aus dem putativen Skp-Gen deletiert und durch eine Gm-
Resistenzkassette aus dem Vektor pBSL141 ersetzt werden. Dabei konnte das Interposon in
zwei Orientierungen in dem mutierten Gen vorliegen. Entweder wird es in derselben Richtung
wie das mutierte Gen transkribiert, so dafl alleine dieses Gen mutiert ist, mogliche
stromabwérts gelegene Gene allerdings transkribiert werden konnen (apolare Mutation,
pAskp-Gm'l), oder das Interposon ist so in das zu untersuchende Gen inseriert, dal auch
nachgeschaltete Gene eines moglichen Operons nicht mehr transkribiert werden konnen
(polare Mutation, pAskp-Gm'II).

Im néchsten Schritt mufliten die Mutagenesekonstrukte in den P. aeruginosa Wildtypstamm

iibertragen werden. Zur Selektion von Bakterien, die das Hybridplasmid ins Chromosom
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integriert haben, wurden Gme-haltige Agarplatten verwendet. Trotz =zahlreicher
Wiederholungen der Kreuzungen, konnten keine Exkonjuganten erhalten werden. Darauthin
wurden die Konjugationen erneut durchgefiihrt, die Zellen dann allerdings auf Cm-haltiges
Medium ausgebracht, um Bakterienklone zu selektionieren, die nur das erste Rekombinations-
ereignis durchgefiihrt hatten. AnschlieBend wurde mit einigen erhaltenen Kolonien eine
Anreicherung durchgefiihrt, wodurch das zweite Rekombinationsereignis erzielt werden
sollte. Auf diese Weise konnten wenige Kolonien erhalten werden, die das gewiinschte
Antibiogramm aufwiesen. Mit diesen wurde eine Kolonie-PCR durchgefiihrt, die aufzeigte,
daB bei allen Kandidaten das Wildtyp-Gen vorlag. Im Rahmen dieser Arbeit konnte keine

skp-Mutante erzeugt werden.
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3 Erstellen einer Chaperon-Genexpressionsbank

Ziel dieser Arbeit war die Erstellung einer Genexpressionsbank (Toolbox), in der moglichst
viele unterschiedliche Plasmide enthalten waren, die zum einen iiber einzelne Faltungshelfer
oder Chaperonsysteme und zum anderen iiber moglichst viele randomisierte Kombinationen
von jeweils drei Faltungsmodulatoren auf einem Expressionsplasmid verfiigten. Diese
Plasmidbank sollte anschlieend dazu verwendet werden, Coexpressionsversuche mit solchen
Zielgenen durchzufiihren, die bei klassischen Uberxpressionsversuchen nur geringe
Ausbeuten ergeben oder bei deren Expression gro3e Mengen Protein in Form von Inclusion
bodies (unldsliche Proteinaggregate) akkumulierten.

Da die Klonierungsstrategie bei der Konstruktion dieser Genexpressionsbank sehr kompliziert
war, soll im Folgenden ein Uberblick iiber die Strategie gegeben werden, bevor die einzelnen
Klonierungsschritte in den nachfolgenden Kapiteln ndher erldutert werden. In Abbildung C-2
sind die verschiedenen Klonierungsschritte aufgefiihrt.

Nach Identifikation von Genen, die fiir molekulare Chaperone oder Foldasen codieren,
mubBten diese aus dem Genom von P. aeruginosa isoliert (s. Abb. C-2, A.1; Details in Kapitel
C-3.1) und in den Zielvektor pENTR/SD/D-TOPO eingebracht werden (Abb. C-2, A.2;
Kapitel C-3.2), was in der Erzeugung der jeweiligen pENTR-Chaperon-Vektoren resultierte.
Nachdem die DNA-Sequenzen verifiziert waren, wurden die erzeugten pENTR-Chaperon-
Plasmide fiir unterschiedliche weitere Klonierungsschritte verwendet. Zunédchst wurden diese
Plasmide in eine Rekombinationsreaktion eingesetzt, um so in den Expressionsvektor
pVLT31 dbertragen zu werden (Abb. C-2, B; Kapitel C-3.3). Die so erzeugten
Expressionsvektoren, auf denen die Gene der verschiedenen, einzelnen Faltungshelfer
lokalisiert waren, konnten in Coexpressionsversuche eingesetzt werden.

Die konstruierten pENTR-Chaperon-Plasmide (s. Abb. C-2, A) sollten auflerdem dazu
verwendet werden, Plasmide mit Kombinationen aus Faltungsmodulatoren herzustellen (Abb.
C-2, C). Zunichst wurden diese Plasmide daher als Vorlage in Polymerasekettenreaktionen
eingesetzt, in denen die jeweiligen Chaperongene mit alternativen att-Erkennungsstellen, zur
Verwendung in Multisite-Rekombinationsreaktionen, erzeugt werden sollten (s. Abb. C-2;
C.1 bzw. Details in Kapitel C-3.4.1).

Danach wurden sie mit Hilfe von BP-Rekombinationsreaktionen (s. Kapitel B-7) in geeignete
pDONR-Vektoren eingebracht (s. Abb. C-2, C.2). Zusammen mit einem der zu Beginn der
Klonierungen erzeugten pENTR-Chaperon-Plasmiden wurde je ein pENTR-Chaperon-5’-
und ein pENTR-Chaperon-3’-Plasmid in eine LR-Plus-Rekombinationsreaktion eingesetzt
(s. Abb. C-2, C.3; Kapitel C-3.4.2).
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Abb. C-2: Ubersicht iiber die Klonierungsstrategie zur Erzeugung einer Chaperon-
Genexpressionsbank. Die Abbildung ist in drei Punkte unterteilt. Unter A ist die Amplifikation
und Klonierung der Faltungshelfergene dargestellt. B beschreibt die Konstruktion von
Expressionsvektoren mit einzelnen Chaperon- und Faltungskatalysatorgenen und C zeigt die
Schritte zur Erzeugung von Multisite-Plasmiden, auf denen drei unterschiedliche
Faltungsmodulatorgene auf einem Vektor vorliegen. Néhere Beschreibungen der Abbildung
erfolgen im Text. Die einzelnen Klonierungsschritte werden in den nachfolgenden Kapiteln
detailliert erléutert.
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Auf diese Weise wurde ein Multisite-Expressionsvektor erzeugt, auf dem drei
unterschiedliche Gene, die fiir Chaperone oder Faltungskatalysatoren codieren, vorlagen. Die
erzeugten Multisite-Expressionsvektoren wurden ebenfalls in Coexpressionsversuche

eingesetzt (s. Abb. C-2; C.4).

3.1 Amplifikation der identifizierten Gene

Nach Identifikation der putativen Chaperon- und Faltungskatalysatorgene in P. aeruginosa
sollten diese aus dem Chromosom des Wildtyp Stammes PAOI1 isoliert werden. Dazu wurden
diese Gene mittels PCR amplifiziert. Die Oligonukleotide (s. Tab. B-3) zur Amplifikation
samtlicher Gene wurden so gewdhlt, dal ein DNA-Fragment erzeugt werden konnte, welches
ein Gen vom Start- bis zum Stop-Codon enthielt. Aulerdem wurde an das 5’-Ende der
Primer, die an den stromaufwirts gelegenen DNA-Bereich binden, eine Topoisomerase-
Erkennungssequenz aus den vier Basen CACC angefiigt, wodurch eine spitere Ein-Schritt-
Klonierung mit dem TOPO-Klonierungskit der Firma Invitrogen (Karlsruhe) ermdglicht
werden sollte.

Um die unterschiedlichen Gene und die entsprechenden Operons der Chaperonsysteme zu
amplifizieren, wurden Polymerasekettenreationen, wie unter B-10 beschrieben, durchgefiihrt.
Dazu wurden fiir jedes notwendige PCR-Produkt zwdlf parallele Reaktionen angesetzt. Die
jeweiligen Ansédtze unterschieden sich nicht im Reaktionsansatz, sondern ausschlielich in der
gewdhlten Primerbindetemperatur. Mit jeder durchgefiihrten Reaktion sollten acht
verschiedene Gene parallel aus dem Chromosom von P. aeruginosa amplifiziert werden, die
hinsichtlich ihrer Produktgréfen in etwa gleich grof3 waren.

Im Anschlul an die durchgefiihrten Reaktionen wurde fiir jedes PCR-Produkt und jede
Reaktionsbedingung ein Aliquot von 5 pl des Reaktionsansatzes auf ein Agarosegel
aufgetragen und somit die GroBe und DNA-Menge bestimmt. In Abbildung C-3 sind
exemplarisch zwei solche Agarosegele gezeigt, auf denen die Proben unterschiedlicher
Amplifikationsreaktionen aufgetragen wurden. Bei den aufgefiihrten Beispielen sollten kleine
PCR-Produkte von 280 bp bis 445 bp aufgetrennt werden.

Die Amplifikation der verschiedenen DNA-Fragmente aus der genomischen DNA von
P. aeruginosa PAOI1 verlief unterschiedlich gut. Konnte das gewiinschte PCR-Produkt nicht
erzeugt werden (s. Abb. C-3: PA5195), wurde die Reaktion erneut durchgefiihrt, wobei
unterschiedliche Parameter variiert werden konnten. Dazu zéhlen unter anderem die
Annealingtemperatur, die Elongationszeit oder die Zyklusanzahl. So wurden einige PCR-

Produkte mit geringen (s. Abb. C-3: ppiC1), moderaten (z.B. groES oder PA3717) oder mit
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hohen Ausbeuten (s. Abb. C-3: ppiC2) erzeugt. In anderen Reaktionen entstanden neben dem
gewlinschten Produkt auch nicht gewiinschte Nebenprodukte. Dies ist in Abb. C-3 fiir das
Gen csaA gezeigt, in dem neben der richtigen Produktgrofe von 336 bp ein weiteres, zu

groBBes PCR-Produkt sichtbar ist.

ppiCl ppiC2 groES csaA
1 2 3 7S SRR 573 74 5 61 2 34 56

CIRE H
506, 517 bp—> ' Bk o |
298 bp—> parg - m;-_-_-_::::::

Produktgrofe: 279 bp 282 bp 294 bp 336 bp

PA3717  PA3842 PA5195 PA4558
TRE 5 50T 2T % s A G 2 Sy
[
506, 517 bp —> -
298bg—>— o —— - w—
ProduktgroBe:  342bp  351bp 396 bp 441 bp

Abb. C-3: Uberpriifung der durchgefiihrten Amplifikationsreaktionen auf einem
Agarosegel. Exemplarisch sind die Nachweise fiir acht Gene dargestellt. Jeweils 5 pl des
Reaktionsansatzes wurden auf das Gel aufgetragen. Die orf-Nummer bzw. der Genname sowie die
erwarteten ProduktgroBen (bp) sind entsprechend den aufgetragenen Proben angegeben. Die
unterschiedlichen Proben unterscheiden sich in der verwendeten Annealingtemperatur. Spur 1=
50°C, Spur 2 = 51,4°C, Spur 3 = 55,5°C, Spur 4 = 60,8°C, Spur 5 = 66°C, Spur 6 = 69,7°C. Der
1kb-Marker (M) ist als GroBenstandard aufgetragen, wobei die Position von 506,
517 bp bzw. 298 bp durch Pfeile angedeutet ist.

SchlieBlich konnten insgesamt 55 Polymerasekettenreaktionen erfolgreich durchgefiihrt und
die PCR-Produkte in die nachfolgende Klonierungsreaktion eingesetzt werden.

Die Gene der bedeutenden molekularen Chaperone und Chaperonsysteme, z.B. groELS oder
dnaKJ bzw. grpE-dnaKJ, die Gene, welche fiir weitere PPlasen codieren, wie das tig-Gen,
und die Gene, welche fiir Vertreter der Dsb-Proteine codieren, lagen schlieBlich in
aufgereinigter Form vor und konnten in einen geeigneten Klonierungsvektor eingebracht
werden. In Kapitel C-3.4.1, Tabelle C-6, sind die Ergebnisse der durchgefiihrten Polymerase-
kettenreaktionen zusammengefait (Tab. C-6: ,,PCR*). Konnte das PCR-Produkt nicht erzeugt
werden, ist das entsprechende Feld frei. War die PCR des jeweiligen DNA-Fragmentes

erfolgreich, ist dies durch ein Kreuz (X) hervorgehoben.
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3.2 Klonierung der Faltungshelfergene

Zum Einbringen der erzeugten PCR-Produkte, welche die Chaperon- und
Faltungskatalysatorgene aus P. aeruginosa tragen, in einen geeigneten Klonierungsvektor
wurde das ,,pENTR™ Directional TOPO®™ Cloning Kit* (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet.
Der Vorteil an diesem Klonierungssystem ist, da} alle Gene vom Start- bis zum Stopcodon
isoliert und auf gleiche Weise kloniert werden konnten, ohne fiir jedes Zielgen eine geeignete
Strategie ausarbeiten zu miissen. Diese Methode basiert auf dem Einsatz des Enzyms
Topoisomerase | aus dem Virus Vaccinia, das einen der beiden Strdnge der doppelstrangigen
DNA an spezifischen Stellen 6ffnen kann (Shuman, 1991). Dabei wird die durch das
geodffnete Phosphodiesterriickgrat frei werdende Energie durch eine kovalente Bindung an den
Rest Tyr-274 der Topoisomerase I konserviert. Durch Hinzufiigen eines 5’-Hydroxy-DNA-
Endes kann die Bindung zum Enzym wieder aufgehoben und auf das DNA-Fragment
tibertragen werden (Shuman, 1994). Mit Hilfe dieses Einschritt-Klonierungs-Systems sollten
die erhaltenen PCR-Produkte in den Vektor pENTR/SD/D-TOPO eingebracht werden. Dieser
Vektor besitzt neben den Rekombinationsstellen attL1 und attL2, die spiter von Bedeutung
sein  werden, ein Kanamycin-Resistenzgen, eine fiir = Bakterien  geeignete
Ribosomenbindestelle (RBS) sowie einen ColEl-Replikationsursprung, welcher eine
Replikation mit hoher Kopienzahl in E. coli ermoglicht. An dem im Kit mitgelieferten
pENTR/SD/D-TOPO-Vektor ist das Enzym Topoisomerase [ bereits kovalent an dem
spezifischen GTGG-Uberhang gebunden. Dadurch wird eine gerichtete Klonierung der PCR-
Fragmente in diesen Vektor ermoglicht. Eine schematische Darstellung der durchgefiihrten
Klonierung ist in Abbildung C-4 gezeigt (siche auch Abb. C-2, A.2). Auf diese Weise sollten
alle erzeugten PCR-Produkte in den Zielvektor pENTR/SD/D-TOPO eingebracht werden.

Nach Durchfithrung der Klonierungsreaktion (s. B-7) und erfolgreicher Transformation von
E. coli TOP10-Zellen, konnten einige Klone auf den Erhalt des gewiinschten Plasmides
tiberpriift werden. Dazu wurde die Plasmid-DNA isoliert und mit geeigneten
Restriktionsendonukleasen tiiberpriift. In der Regel wurden dazu die Enzyme ECONI oder
EcoRV verwendet. Konnte ein gewlinschtes Plasmid auf diese Weise nachgewiesen werden,
wurde der rekombinante Vektor anschlieBend mit den Primern M13 forward und M13 reverse
sequenziert (Sequiserve, Vaterstetten). Dadurch wurde die korrekte Sequenz des jeweiligen
Chaperon-Gens verifiziert. Erst dann wurde mit den entsprechenden rekombinanten
Plasmiden weiter gearbeitet; alle erzeugten PCR-Produkte konnten so in den Zielvektor
pENTR/SD/D-TOPO eingebracht werden. Die hergestellten Plasmide wurden als pENTR-

mit dem jeweiligen Namen des einklonierten Faltungshelfergens bezeichnet, zum Beispiel
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pENTR-tig. In Tabelle C-6 (Kapitel C-3.4.1) sind unter ,,pENTR-,, die erfolgreich
hergestellten pPENTR-Plasmide durch ein Kreuz (X) markiert.

€3 PCR-Produkt

. A TOPO-
pENTR™/SD/D-TOPO Klonierungsreaktion
2601 bp

ENTR-Chaperon

p
Km' Chaperongen

EcoNI

EcoRV

Abb. C-4: Schematische = Darstellung der  Klonierung von  Chaperon-
und Faltungshelfergenen in den Vektor pENTR/SD/D-TOPO. Nach erfolgreicher
Amplifikation der Chaperongene mit der Sequenz CACC am 5’-Ende des jeweiligen Gens,
konnten die aufgereinigten PCR-Produkte in die Reaktion mit dem Zielvektor eingesetzt werden.
Dabei wurde das jeweilige Gen gerichtet in den Vektor inseriert und das erzeugte Produkt wurde
als pENTR- mit dem entsprechenden Namen des einklonierten Gens bezeichnet (Bsp.: pENTR-

tig).

3.3 Konstruktion von Expressionsplasmiden

Im AnschluB3 an die erfolgreiche Klonierung der Faltungshelfergene in den pENTR-Vektor
konnten die erzeugten Plasmide dazu verwendet werden Expressionsvektoren herzustellen.
Dabei wurde die ,,Gateway‘“-Technologie der Firma Invitrogen (Karlsruhe) angewandt.
Dieses System beruht auf Mechanismen der homologe Rekombination, die fiir den
Bakteriophagen Lambda sehr gut beschrieben sind (Landy, 1989).

Um diese Klonierungsmethode anwenden zu kénnen, muflte der gewlinschte Zielvektor
dergestalt verdndert werden, da eine Destination-Kassette in diesen Vektor eingebracht
wurde. Diese Kassette konnte aus dem Vektor pGATRfA (s. Tab. B-2) isoliert und iiber die
Restriktionsschnittstellen Kpnl und Xbal in den Vektor pVLT31 (s. Tab. B-2) einkloniert

werden. Das daraus resultierende Plasmid wird im Folgenden als pDEST-VLT31 bezeichnet.
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Der Expressionsvektor pVLT31 wurde fiir diese Anwendung ausgewdhlt, da er sowohl einen
induzierbaren tac-Promotor besitzt, als auch ein Shuttlevektor ist, der in E. coli ebenso wie in
P. aeruginosa und weiteren Gram-negativen Bakterien stabil repliziert werden kann. So kann
die Chaperon-Toolbox spiter in einem breiten Spektrum von Expressionsstimmen eingesetzt
werden. Durch die eingebrachte Destination-Kassette erhélt der Vektor zu seiner Tetracyclin-
Resistenz (Tc") eine zusitzliche Chloramphenicol-Resistenz (Cm") und das Gen ccdB. Das
ccdB-Gen codiert fiir einen Gyrasehemmer, der in herkémmlichen Klonierungsstimmen, wie
dem Stamm E. coli TOP10, zu einer Verdnderung der DNA-Topologie fiihrt, indem es mit der
DNA-Topoisomerase II (Produkt des ccdA-Gen) interagiert. Dadurch sind die Zellen nicht
lebensfdhig (Bernard & Couturier, 1992; Miki et al., 1992). Flankierend besitzt dieses DNA-
Fragment die beiden Rekombinationsstellen attR1 und attR2. Fiir die Konstruktion des
pDEST-VLT31-Vektors muflite der E. coli Stamm DB3.1 verwendet werden. Dieser kann
trotz Expression des ccdB-Gens iiberleben, da durch eine Mutation in dem ccdA-Gen, das fiir
die Topoisomerase II codiert, das CcdB-Protein nicht wirken kann.

Nachdem der Zielvektor pDEST-VLT31 erfolgreich hergestellt werden konnte, wurden
Rekombinationsreaktionen mit den in Kapitel C-3.2 erzeugten pENTR-Plasmiden
durchgefithrt. Der Ablauf einer solchen Reaktion ist in Abbildung C-5 schematisch
dargestellt.

A PENTR-Chaperon

Chaperon R
attl1 attl.2
———————

[
Kpnl_atR1 Cnt ] cedB atiR2 Xpal

laclg

pDEST-VLT31

rep/ mob

EcRV

Abb. C-5: Reaktionsschema der Rekombination von Zielgenen in den Expressionsvektor
pDEST-VLT31. Im oberen Teil der Abbildung (A) ist ein Ausschnitt des pENTR-Vektors mit
dem Gen des Chaperons dargestellt, das von den Erkennungsstellen attlL1 und attL2 flankiert wird.
Darunter (B) ist der Zielvektor pDEST-VLT31 dargestellt, der die Rekombinationsstellen attR1
und attR2 besitzt. Durch Zugabe des LR-Enzymmixes (Invitrogen) findet an diesen Stellen eine
spezifische Rekombination statt (symbolisiert durch ein schwarzes X), wodurch die Destination-
Kassette im pDEST-VLT31 durch das Chaperongen ersetzt wird.
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Durch Zugabe eines Mixes aus unterschiedlichen Rekombinationsenzymen, wie dem E. coli
Integration Host Factor (IHF) und der A Integrase, erfolgt an kompatiblen Erkennungsstellen
eine Rekombination, wobei es immer zwischen einer attL- und einer attR-Stelle mit gleicher
Ziffer zur Rekombination kommt, und eine attB-Erkennungsstelle daraus resultiert. Werden
die beiden Vektoren pDEST-VLT31 und pENTR-Chaperon zusammen mit dem Enzymmix
inkubiert, wird die Destination-Kassette durch das Faltungshelfergen ersetzt.

Im Anschluf an die Reaktion wurde ein Aliquot der Ansétze in den Stamm E. coli TOP10
transformiert und die erhaltenen Klone weiter untersucht. Da die Expression des ccdB-Gens
fiir TOP10-Zellen letal ist, wird eine positive Selektion dieser Rekombination ermdglicht.
Um falsch-positive Klone auszuschlieBen, wurde zusdtzlich auf den Verlust der Cm-
Resistenz selektiert, bevor die Plasmid-DNA isoliert und in Restriktionsanalysen mit den
Enzymen Kpnl und Xbal untersucht wurde.

So konnten 47 Expressionsplasmide konstruiert werden (siche Tab. C-6; s. ,,pEXP-einzeln®),
die einzelne Gene oder Operons von Faltungshelfern aus P. aeruginosa enthielten. Bei acht

weiteren Genen konnte bisher noch keine Rekombination nachgewiesen werden.

3.4  Herstellung von Multisite-Expressionsplasmiden

Am Faltungsproze3 eines Proteins sind in der Regel mehrere unterschiedliche
Faltungsmodulatoren beteiligt. Welche dies genau sind und wie oft ein Protein mit einem
Chaperon oder Faltungskatalysator in Kontakt kommt bevor die native Konformation erreicht
wird, ist nicht vorhersagbar. Daher war das Ziel in dieser Arbeit, eine Chaperon-
Genexpressionsbank  zu  konstruieren, in der moglichst viele verschiedene
Faltungsmodulatoren vorliegen. Da Chaperone und Foldasen bei Faltungsprozessen in der
Regel sukzessive wirken, sollten insbesondere Plasmide fiir diese Toolbox konstruiert werden,
mit deren Hilfe die Gene von mehreren Faltungshelfern gleichzeitig in einer Zelle zusammen
mit dem Zielgen coexprimiert werden konnen.

Dazu sollte das ,,MultiSite Gateway' ™ Three-Fragment Vector Construction Kit“ der Firma
Invitrogen eingesetzt werden, das nach Angaben des Herstellers angeblich eine schnelle und
effiziente Klonierung von drei unterschiedlichen DNA-Fragmenten in einen gemeinsamen
Vektor ermoglichen soll. Das hierbei zugrunde liegende System beruht ebenfalls auf dem
Prinzip der homologen Rekombination, das vom Bakteriophagen Lambda abgeleitet wurde.
Mit Hilfe dieses Kits sollte also eine Plasmidbank erzeugt werden, welche die Expression von

jeweils drei unterschiedlichen Faltungshelfergenen erlaubt.
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pDEST-BBR-Tc¢"

Zugabe des LR
Clonase™ Plus
Enzym-Mixes

P\ac

attB4] _ Gend >{ attB1]  Gen2

pEXP-1

Abb. C-6: Rekombinationsschema zur Erzeugung von Plasmiden mit mehreren
hintereinander geschalteten Genen. Die drei Ausgangsvektoren sind im oberen Teil der
Abbildung dargestellt. Dabei unterscheiden sie sich hinsichtlich der beiden an den Genenden
vorliegenden Erkennungsstellen, die zur Rekombination benétigt werden. Das erste Gen der
spiteren Kombination liegt im Vektor pENTR-Chaperon-5’, das letzte Gen im Vektor pENTR-
Chaperon-3’ vor. Die spitere mittlere Position nimmt das Gen aus dem Vektor pENTR-Chaperon
ein. Alle pENTR-Vektoren weisen eine Kanamycin-Resistenz (Km') auf. Der Zielvektor ist
pDEST-BBR-T¢". Dieser besitzt einen induzierbaren lac-Promotor, einen Terminator der
Transkription (T) und die Destination-Kassette aus einem Cm-Resistenzgen und dem ccdB-Gen.
Der nach Zugabe des Enzym-Mixes aus der Reaktion resultierende Expressionsvektor enthilt alle
drei hintereinander organisierten Interessengene und wird als pEXP bezeichnet.

In Abbildung C-6 ist eine Ubersicht gegeben, auf welche Weise die Kombination von drei
unabhéngigen Genen in einem einzigen Zielvektor mdglich wird, wodurch in dieser Arbeit
insgesamt drei unterschiedliche Chaperone oder Faltungskatalysatoren in einen Vektor
hintereinander kloniert wurden.

Die auf drei unterschiedlichen pENTR-Vektoren vorliegenden Gene werden von jeweils
unterschiedlichen Rekombinationsstellen flankiert (pENTR-5" = attL4 und attR1; pENTR =
attL1 und attL2; pENTR-3" = attR2 und attL3). Zusétzlich wird ein vierter Vektor in die
Reaktion eingesetzt, der neben der in Kapitel C-3.3 beschriebenen Destination-Kassette die

beiden Erkennungsstellen attR4 und attR3 und einen induzierbaren lac-Promotor besitzt.
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Werden diese Vektoren zusammen mit dem Enzymmix der Firma Invitrogen inkubiert,
kommt es zur Rekombination zwischen kompatiblen att-Stellen, wobei es immer zwischen
einer attL- und einer attR-Stelle mit der gleichen Ziffer zur Rekombination kommt (s. Abb. C-
6). SchlieBlich erhédlt man einen Vektor, in dem die drei Zielgene in der gewiinschten
Reihenfolgen hintereinander angeordnet und lediglich durch die resultierenden attB-Stellen
voneinander getrennt sind. Die erzeugten Expressionsvektoren werden als pEXP bezeichnet
und erhalten fortlaufende Nummern.

In den folgenden Abschnitten wird die Konstruktion der verschiedenen pEXP-Plasmide im

Detail erldutert.

3.4.1 Konstruktion der Ausgangsvektoren fiir Multisite-Rekombinationen

Um eine Kombination drei verschiedener Gene in einem Zielplasmid erzeugen zu koénnen,
muBten zundchst die notwendigen Ausgangsvektoren konstruiert werden. Dazu muflte a) das
Expressionsplasmid pBBRIMCS-3 mit der attR4R3-Destination-Kassette versehen werden,
welches dann als Zielvektor in die Rekombinationsreaktion eingesetzt werden konnte.
Vorteile dieses Plasmides sind, daB3 es in verschiedenen Gram-negativen Bakterien repliziert
werden kann, und, daB3 Gene so einkloniert werden kénnen, daf3 ihre Expression durch einen
induzierbaren lac-Promotor reguliert werden kann. AuBerdem muflite b) die 1.704 bp grof3e
Destination-Kassette aus dem Plasmid pDEST R4-R3 isoliert werden. Dazu wurden die
beiden Primer ccdBattR4-up und ccdBattR3-dwn (s. Tabelle B-3) verwendet. Nach
erfolgreicher Aufreinigung des erhaltenen PCR-Produktes konnte dieses in die Smal-
Erkennungsstelle des Shuttlevektors pBBR1MCS-3 kloniert werden. Im Anschlufl daran
wurde das Konstrukt in E. coli TOP10-Zellen eingebracht und positive Klone auf Tc- und
Cm-haltigem LB-Medium selektioniert. Dann wurde die Plasmid-DNA aus einigen der
erhaltenen Stimme isoliert und durch Hydrolyse mit geeigneten Restriktionsendonukleasen
verifiziert.

Die Klonierung war erfolgreich und es wurde mit dem Plasmid weiter gearbeitet, in das die
Zielgene unter die Kontrolle des lac-Promotors kloniert werden konnten; dieser Vektor wird
im Weiteren pDEST-BBRTc-R4R3 genannt.

Neben dem spdteren Zielvektor muflten fiir die angestrebten Rekombinationsreaktionen die
unterschiedlichen pENTR-Vektoren erzeugt werden. Die Vektoren, welche die Gene
enthalten, die nachher das mittlere Gen liefern sollten, wurden bereits erfolgreich konstruiert,
sie entsprechen den pENTR-Chaperon-Konstrukten aus Kapitel C-3.2. Bei diesen Vektoren

liegen die klonierten Gene zwischen den att-Stellen L1 und L2. Fiir die Konstruktion der
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beiden weiteren pENTR-Vektoren mufiten die Zielgene mit anderen Erkennungsstellen
reamplifiziert werden. Um die Gene der Chaperone und Faltungskatalysatoren mit den
Sequenzen fiir attL4 und attR1 klonieren zu konnen, muBten sie in den Vektor pDONR ™P4-
PIR eingebracht werden. Damit die Rekombinationsstellen attR2 und attL3 neben den
Zielgenen vorlagen, muBten diese in den Vektor pDONR™P2R-P3 kloniert werden. Fiir
beide Klonierungen mufiten die Gene mit entsprechenden Erkennungsstellen amplifiziert,
aufgereinigt und iiber eine BP-Rekombinationsreaktion in die beiden pDONR-Vektoren
eingebracht werden. Deshalb wurden Primer gewéhlt, die teilweise homolog zu Bereichen des
bereits  vorhandenen = pENTR-Vektors waren und zusitzlich die fiir die
Rekombinationsreaktion essentiellen att-Stellen aufwiesen. Fiir die Klonierungen der
Vektoren pENTR-Chaperon-5" muflten die Sequenzen fiir attB4 und attB1 an das PCR-
Produkt angefiigt werden, um in den Vektor pDONR™P4-PIR eingebracht werden zu
konnen (Abb. C-7, A). Fiir die Vektoren pENTR-Chaperon-3° waren es die attB2 und attB3
Erkennungsstellen (Abb. C-7, B; s. auch: Abb. C-2, C.1).

PENTR-Chaperon =
4' attL.1 | Chaperongen attl-2 |7 Vorlage in PCR

A up PCR-Produkt

+ pDONR™P4-P1R

| attl.1 | Chaperongen attl-2 | EE— _
T e, pENTR-Chaperon-5¢

attB1
attB2
B o PCR-Produkt

+ pDONR™P2R-P3

| attl1 | Chaperongen attl-2 | pDO N
Tom e, PENTR-Chaperon-3¢

Abb. C-7: Anfiigen von verschiedenen att-Stellen an die Gene von Faltungshelfern aus den
verfiigharen pENTR-Plasmiden mittels PCR. Die in pENTR-Vektoren vorliegenden
Chaperongene dienen als Vorlage fiir eine PCR, in der verdnderte Erkennungssequenzen
stromauf- und stromabwérts der Gene angebracht werden miissen. Die verwendeten Primer
enthalten daher am 5°-Ende die Sequenzen fiir die alternativen att-Erkennungsstellen (gestrichelte
Linie) und einem zum Vektoranteil homologen Sequenzbereich (durchgehende Linie). Je nach
spiterer Orientierung im Multisite-Vektor miissen die Gene in den Vektor pDONR™P4-PIR (—
pENTR-Chaperon-5" (A)) bzw. in den Vektor pPDONR™P2R-P3 (— pENTR-Chaperon-3’ (B))
einkloniert werden. Die dafiir notwendigen att-Stellen sind angegeben.

Mit den Primern AttB4-5’-up und AttB1-5’-dwn konnten die PCR-Produkte amplifiziert
werden, die in einer anschlieBenden Reaktion in den Vektor pDONR™P4-PIR eingebracht
werden sollten. Die daraus resultierenden Plasmide wurden als pENTR-5" bezeichnet. Das

Primerpaar AttB2-3’-up und AttB3-3’-dwn wurde zur Konstruktion von pENTR-3’-
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Plasmiden eingesetzt.

Tabelle C-6: Zusammenfassung der erfolgreich durchgefiihrten Polymerasekettenreaktionen und
Klonierungsschritte zur Erzeugung einer Chaperon-Genexpressionsbank. Erfolgreich

durchgefiihrte  Polymerasekettenreaktionen und Klonierungen sind durch ein X
gekennzeichnet.
orf Name PCR | pENTR- | pEXP-einzeln | PCR-5' [pENTR-5'| PCR-3' [pENTR-3'

PA0499 X X X X X
PA0538 dshB
PA0594 SUrA X X X X X X X
PA0699 X X X X X
PA0837 slyD X X X X X X X
PA1068 X X X X X
PA1481 ccmG X X X X X
PA1596 htpG X X X
PA1793 ppiB X X X X X X X
PA1800 tig X X X X X X X
PA1801 clpP
PA1802 clpX X X X X X
PA1801&02 clpPX
PA1805 ppiD X X X X X
PA1996 ppiC1 X X X X X X X
PA2129 CUpA2 X X X X X X X
PA2132 CUpAS X X
PA2476 dshG X X X X X
PA2614 lolA X X X X X
PA2725 X X X
PA2863 lipH X X X
PA3126 ibpA X X X X X
PA3221 csaA X X X X X X X
PA3227 ppiA X X X X X X X
PA3262 X X X X X X
PA3365 X X X X
PA3647 skp X X X X X X X
PA3717 X X X X X
PA3737 dshC X X X X X X X
PA3810 hscA X X
PA3811 hscB X X X X X
PA3810&11 hscAB X X X
PA3842 X X X X X
PA3871 X X X X X
PA4083 cupB4 X X X
PA4085 cupB2 X X
PA4176 ppiC2 X X X X X X X
PA4385 groEL X X X
PA4386 groES X X X X X X X
PA4385&86| groELS X X X
PA4558 X X X
PA4572 fkiB X X X X X X X
PA4651 X X X X X
PA4760 dnaJ X X X X X X X
PA4761 dnaK X X X
PA4760&61 dnaKJ X X X
PA4762 grpE X X X X X X X
PA4760-62 | grpE-dnakJ X X X
PA4845 dipz
PA4873 X X X X X X X
PA5053 hslV X X X X X
PA5054 hslU X X X X X
PA5053&54 hslVU X X X
PA5128 secB X X
PA5193 yrfl X X X X X
PA5195 X X X X X
PA5254 X X X X X
PA5256 dsbH X X X X X
PA5489 dshbA X X X X X X
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Um die notwendigen Rekombinationsstellen zur Verfligung zu haben, muflten diese Primer
besondere Bedingungen erfiillen: a) die Sequenzen der neuen att-Erkennungsstellen muflten
enthalten sein, und b) muflte ein ausreichend groBer homologer Bereich vorhanden sein, um
an der DNA-Matrize hybridisieren zu konnen. Daher wiesen die Primer eine Lédnge von ca. 45
Basen auf, was zu geringen Ausbeuten in den Amplifikationsreaktionen fiihrte. Die
durchgefiihrten PCRs mufiten in vielerlei Hinsicht verdndert werden, um erfolgreich die
gewiinschten Produkte zu erhalten. So wurde die Annealingtemperatur variiert, die
Zyklenzahl verdndert oder eine alternative Polymerase eingesetzt.

Auf diese Weise konnten 19 Gene mit den Erkennungsstellen attB4 und attBl
(s. Tab. C-6; ,,PCR-5), und 39 Gene mit den Rekombinationsstellen attB2 und attB3
amplifiziert werden (s. Tab. C-6; ,,PCR-37*).

Nach Aufreinigung der PCR-Produkte konnten sie in die entsprechenden Vektoren einkloniert
werden. Im AnschluB an die Identifikation von positiven Klonen, die durch
Restriktionsanalysen erfolgte, wurde die Sequenz erneut durch eine Sequenzierung auf ihre
Korrektheit hin iiberpriift. Erst dann wurden sie in die Rekombinationsreaktionen zur
Erzeugung von Expressionsvektoren eingesetzt (s. Tab. C-6: ,,pENTR-5’* bzw. ,pENTR-
3°).

3.4.2 Erzeugen von Expressionsvektoren

Mit den erzeugten pENTR-Plasmiden (s. Kapitel 3.4.1) konnten nun verschiedene
Rekombinationsreaktionen durchgefithrt werden. So wurden beispielsweise die Plasmide
pENTR-tig-5’, pENTR-dnaKJ und pENTR-clpX-3’ in gleichen molaren DNA-Mengen mit
dem Vektor pDEST-BBRTc-R4R3 in die Klonierungsreaktion eingesetzt. In dieser Reaktion
sollten also die Gene tig — dnaKJ — clpX hintereinander in den Vektor eingebaut werden, der
als pEXP-1 bezeichnet wurde. Beim gerichteten Vorgehen konnten aus 100 unterschiedlichen
Reaktionsansédtzen, die mehrmals mit verdnderten Bedingungen (u.a. Variation der
Inkubationszeit oder Verdnderung der pENTR-Plasmidkonzentrationen) durchgefiihrt
wurden, nur 40 Konstrukte hergestellt werden, die eine Kombination von drei Genen bzw.
Operons enthielten (s. Tab. C-7).

Die Rekombinationsreaktionen verliefen sehr ineffizient. Weniger als 10 % der Reaktionen
fiihrten zum Erhalt des gewlinschten pEXP-Plasmides, was den Angaben des Herstellers
(Invitrogen, Karlsruhe) iiber die hohe Ausbeute dieser Reaktionen widersprach. So verliefen
Reaktionen, in denen, neben den gerichtet konstruierten Expressionsplasmiden, auch eine

Bank mit zufdllig rekombinierten Genen erzeugt werden sollte, erfolglos. Dazu wurde ein
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Gemisch aus verschiedenen pENTR-5’- bzw. pENTR-3’-Plasmiden mit einem bekannten
Plasmid eingesetzt, dessen Gen die mittlere Position des pEXP-Plasmides einnehmen sollte.
Hierbei konnten insgesamt zwei Plasmide erzeugt werden; einmal mit dem Chaperonsystem

DnaKJ und einmal mit GroELS in der mittleren Position.

Tabelle C-7:  Auflistung der erzeugten Multisite-Expressionsplasmide. Die Plasmide wurden mit
fortlaufenden Nummern versehen (pEXP-1 — pEXP-40). Der Genname sowie die Position des
Gens auf dem pEXP-Plasmid sind angegeben.

Nr. 5' Mitte 3 Nr. 5' Mitte 3
pEXP- | 1 tig dnakJ clpX  |pEXP- 21 tig hslVU lolA
PEXP- |2 tig groELS clpX |pEXP- 22 CsaA hslVU lolA
pEXP- 3 tig dnakJ ppiD |pEXP-23 | PA3647 | hsivU yrfl
pEXP- 4 ppiA  |grpEdnakJ tig PEXP- 24 [ PA4873 hslVU yrfl
pEXP- | 5 PPIA groELS tig PEXP- |25 PPIA hslVU lolA
pEXP- |6 dnaJ groELS tig |pEXP-]26 | ppiCl hsvU | PA3717
pEXP- 7 dnaJ dnakJ tig |pEXP-127| ppic2 hslvU | PA5195
pEXP- 8 pPpIA dnakJ tig PpEXP- 28 [ groES hslVU dsbG

pEXP- |9 PpiA dnakJ ppiD  |pEXP- 29 dnaJ hsiVU dshG
pEXP- 10 PpiIA  |grpEdnaKd|  ppiD  |pEXP- |30 SUrA hscAB dshG
pEXP- 11 PPIA groELS ppiD  |pEXP- 31 csaA hscAB ppiD

pEXP- 12 | groES dnakJ PA5195 |pEXP- 32 | PA3647 hscAB yrfl
pEXP- |13 csaA groELS ppiD  |pEXP- 33 [ PA3262 hscAB lolA
pEXP- 14 | PA3647 | groELS ppiD  |pEXP- 34 PpiA hscAB lolA

pEXP- 15 | PA4873 | groELS yrfl  |pEXP-(35 | ppiC2 hscAB | PA5195
pEXP- 16 | ppiCl groELS | PA3717 |pEXP- 36 | groES hscAB dshG
pPEXP- 17 | ppiC2 groELS | PA3717 |pEXP- |37 CcsaA dnakJ hslU
pPEXP- |18 dsbC groELS | PA5195 |pEXP- 38 tig groELS dsbG
pEXP- |19 | groES groELS | PA5195 |pEXP- 39 kiB groELS dsbG
pEXP- |20 dnal groELS | PA5195 |pEXP- 40 SUrA groELS hslU

Die Konstruktion der Chaperon-Toolbox verlief sehr erfolgreich. 94 % der
identifizierten Faltungshelfergene konnten aus dem Genom von P. aeruginosa
amplifiziert und in geeignete Vektoren kloniert werden. Bei den erzeugten Konstrukten
konnte die DNA-Sequenz durch Sequenzierungen verifiziert werden. Ausgehend von
diesen pENTR-Chaperon-Plasmiden wurden 85 % der Gene in den Expressionsvektor
pDEST-VLT31 eingebracht, so dal sie in Coexpressionsversuche mit heterologen
Zielproteinen eingesetzt werden konnen. Zusitzlich wurden, erneut basierend auf den
pENTR-Chaperon-Plasmiden, 35 % der Gene fiir die Erzeugung von pENTR-Chaperon-
5- und 71 % der Gene zur Herstellung von pENTR-Chaperon-3’-Vektoren
reamplifiziert und kloniert werden.

Durch Einsatz dieser Plasmide konnten 42 Expressionsplasmide mit Kombinationen aus
jeweils drei Genen von Chaperonen und Foldasen konstruiert werden; davon wurden 40
Kombinationen gerichtet und zwei zufillig hergestellt. Diese wurden im Folgenden in

Coexpressionsversuche eingesetzt.
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4 Untersuchungen zur Transkription von Chaperongenen aus

P. aeruginosa im heterologen Wirt E. coli

Nach der Konstruktion von Expressionsvektoren mit einzelnen und kombinierten
Faltungsmodulatoren wurde zunéchst tiberpriift, ob diese, aus dem Bakterium P. aeruginosa
stammenden Gene, im heterologen Wirt E. coli transkribiert werden konnen. Dazu sollte das
Transkript der Gene verschiedener pEXP-Vektoren durch RealTime-PCR nachgewiesen
werden (s. B-12).

Um die Transkription der pEXP-codierten Chaperongene grundsétzlich nachzuweisen,
wurden E. coli BL21(DE3)-Stdmme, in die eine Auswahl von pEXP-Plasmiden eingebracht
wurde, untersucht. Neben Plasmiden, auf denen einzelne Chaperonsysteme vorlagen (pEXP-
dnaKJ, -ppiA, -groELS, -tig), wurden auch Expressionsplasmide mit Kombinationen aus
Faltungshelfern in die Zellen eingebracht (pEXP-4, -8, -11, -34 und pEXP-38; siche Tab. C-
7). Die erzeugten Stimme wurden bei 37 °C inkubiert und die Transkription der Gene durch
Zugabe von IPTG induziert. AnschlieBend wurde die Gesamt-RNA aus diesen Stdmmen
isoliert (B-5), die jeweilige Chaperon-mRNA unter Verwendung spezifischer Primer (B-3) in
c¢DNA umgeschrieben und in einer RealTime-PCR nachgewiesen.

Durch Aufschmelzen der erzeugten PCR-Produkte und Detektion der dadurch frei werdenden
SYBR-Green-Fluoreszenz konnte eine Schmelzkurve fiir jedes erhaltene Produkt
aufgenommen werden. Mit Hilfe dieser Schmelzkurven konnte gezeigt werden, dal3 die in der
RealTime-PCR erzeugten Produkte tatsdchlich die spezifischen Fragmente der Chaperongene
waren. Exemplarisch sind die Schmelzkurven der RealTime-PCR-Produkte fiir das Plasmid
pEXP-4 (enthaltene Gene: ppiA, grpEdnaKJ und tig) in Abb. C-8 dargestellt.

Als Positivkontrollen wurden pENTR-Plasmide eingesetzt, auf denen das jeweils
nachzuweisende Gen vorlag. Ferner wurde der Stamm BL21(DE3) mit dem Leervektor
pBBRIMCS-3 als Negativkontrolle verwendet. Mit Hilfe von drei unterschiedlichen
Primerpaaren konnten die mRNA-Produkte der Gene ppiA (Abb. C-8, A), dnaK (Abb. C-8, B)
und tig (Abb. C-8, C) nachgewiesen werden. In allen drei Fillen wird deutlich, dafl das
mittels RealTime-PCR erzeugte Produkt die gleiche Schmelztemperatur aufweist, wie das
jeweilige Kontrollprodukt. Im Falle des Leervektors wurde wie erwartet in keiner der drei
Reaktionen ein Produkt nachgewiesen, so dafl auch das Signal in der Schmelzkurve fehlt.
Auch fiir die restlichen iiberpriiften Expressionsplasmide konnte das Transkript der jeweils
enthaltenen Gene nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt), so dal3 die Expression fiir diese

Gene in dem heterologen Wirt E. coli gezeigt werden konnte.
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Abb. C-8: Nachweis des Transkriptes verschiedener = Chaperongene im
heterologen Wirt E. coli. Die in einer RealTime-PCR nachgewiesenen Produkte konnten mit
Hilfe einer Schmelzkurve verifiziert werden. Die Fragmente der drei auf dem Plasmid pEXP-4
vorliegenden Gene, ppiA (A), dnaK (B) und tig (C) wurden amplifiziert und das Produkt
anschlieBend aufgeschmolzen. Durch Ubereinstimmung der Schmelztemperaturen der jeweiligen
Proben mit der fiir das erzeugte Produkt berechneten Temperatur konnte in allen drei Féllen
gezeigt werden, daf das jeweilige Gen exprimiert wird. (+): Positivkontrolle, (-): Negativkontrolle
(Leervektor).

Vier unterschiedliche Primerpaare wurden zum Nachweis des Transkriptes aus
Plasmiden mit einzelnen Genen/ Operons (pEXP-dnaKJ, -groELS, -tig, -ppiA) und fiinf
Multisite-Plasmiden (pEXP-4, -8, -11, 34, -38) eingesetzt. Fiir diese Chaperongene
konnten Transkripte identifiziert werden. Somit funktioniert die heterologe Expression

dieser Faltungsmodulatoren in dem heterologen Wirt E. coli!
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5 Einflufl der Chaperonexpression auf das Wachstum von E. coli Zellen

In fritheren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dal StreBbedingungen (z.B. Hitze- oder
osmotischer Stre8) in E. coliund anderen Bakterien zu einer erhohten Expression von
molekularen Chaperonen fiihren konnen (Walter & Buchner, 2002; Baneyx & Mujacic,
2004). AuBerdem konnen sie fiir das Wachstum einer Bakterienzelle von grofler Bedeutung
sein. Beispielsweise fiihrten Mutationen in den E. coli Genen groELS, die durch gerichtete
Evolution eingefligt wurden, zu Wuchsdefiziten (Wang et al., 2002).

Wegen dieses Einflusses der Chaperone und Faltungskatalysatoren auf das Wachstum von
Bakterienzellen sollte das Zellwachstum von E. coli TOP10-Zellen bei verschiedenen
Inkubationstemperaturen bis in die spéte stationire Wuchsphase (48 h) beobachtet werden.
Dazu wurden die Zellen mit sdmtlichen erzeugten pEXP-Multisite-Plasmiden transformiert
(s. Tab. C-7) und ihr Wachstum bei 37°C, der Standard Anzuchttemperatur, bzw. 46°C
verfolgt. Fiir die Anzucht bei 46°C sollte untersucht werden, ob die aus P. aeruginosa
stammenden Proteine zu einem schnelleren oder stabileren Wachstum fithren koénnen, da
dieser Organismus, im Gegensatz zu E. coli, auch bei einer solch hohen Temperatur
problemlos wachsen kann (Palleroni, 1993). In regelméfBigen Abstinden wurden Proben
entnommen und die Zelldichte bei 580 nm bestimmt.

Im Bezug auf das Wachstum der Kulturen bei 37°C konnte kein Unterschied zwischen den
verschiedenen Stammen festgestellt werden. Auch hinsichtlich des Wuchsverhaltens in der
Stationdrphase konnte keine Verdnderung durch Coproduktion der Chaperone ermittelt
werden (Daten nicht gezeigt).

Auch bei einer Inkubationstemperatur von 46°C wurden keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Teststimmen und dem Kontrollstamm, in dem der Leervektor (LV) ohne
Chaperongene vorlag, beobachtet. Die Ausnahme stellte der Stamm dar, in dem das Plasmid
pEXP-23 exprimiert wurde. Darauf befinden sich die Gene PA4873, hsIVU sowie yrfl. Dieser
Stamm zeigte bei 46°C ein deutlich langsameres und schlechteres Wachstum als der
Vergleichsstamm (LV; s. Abb. C-9).

Nach Eintritt in die Stationdrphase konnte im Fall der Kultivierung bei 46°C bei einigen
Stimmen eine Abweichung gegeniiber dem Kontrollstamm festgestellt werden. In Abb. C-9
sind die Wuchskurven (A) der Stimme mit den Plasmiden pEXP-LV, -3, -5, und pEXP-23,
sowie die Fliissigkulturen dieser Stimme (B) abgebildet. Darin wird deutlich, dafl die
Kulturen eine Zelldichte, die durch die optische Dichte bei 580 nm ermittelt wurde, von ca. 2
erreichen, die danach unterschiedlich schnell abnimmt. Auffallend ist, dafl der Kontrollstamm

schneller in die Absterbephase eintritt, als einige Kulturen, in denen Faltungsmodulatoren
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exprimiert wurden.

Mit Abnahme der Zelldichte in der Stationdrphase konnte das Auftreten von
Zellverklumpungen in den Kulturen beobachtet werden (sieche Abb. C-9, B: LV und 23). Bei
dem Kontrollstamm begann die Bildung kleiner Verklumpungen bereits 24 h nach Start der
Inkubation bei 46°C, die nach 48 h als dicke Flocke im Medium noch stirker wurden. Im
Gegensatz dazu sind in den Stimmen mit den Plasmiden pEXP-3 bzw. pEXP-5, die linger
stabil in der Stationdrphase verbleiben (Abb. C-9, A), keine verklumpten Zellen zu erkennen
(Abb. C-9, B). Die Expression der Chaperonkombinationen, die auf diesen beiden Plasmiden

enthalten sind (s. Tab. C-7), fithren also zu einer Stabilisierung der E. coli Kulturen.

10

A

Zeit [h]

A 30-5<-23A"LV

Abb. C-9: Wuchsverhalten ausgewihlter E. coli Stimme wihrend einer Inkubation bei
46 °C. Neben der Zelldichte (0.D. sgp nm) liber einen Zeitraum von 48 h (A) ist ein Bild einiger
Kulturen am Ende der Inkubationszeit dargestellt (B). Durch Pfeile sind die verklumpten Zellen in
den entsprechenden Kulturen markiert. Die Stdimme sind mit den Nummern der Plasmide
beschriftet, die in der jeweiligen Kultur exprimiert wurden (LV, pEXP-3, -5, -23; enthaltene
Chaperongene sind in Tab. C-7 aufgefiihrt).

Das Wuchsverhalten des Kontrollstammes und der Chaperon-tragenden Stimme bei
einer Inkubationstemperatur von 37°C unterscheidet sich nicht. Auch haben die
meisten Chaperonkombinationen keinen Einfluf auf das Wachstum von
E. coli Zellen bei einer Temperatur von 46°C. In einem Fall wuchs der Teststamm bei
46°C generell schlechter, als der Stamm mit Leervektor. Im Hinblick auf die
Stationirphase zeigten die Chaperonkombinationen 3 (tig, dnaKJ und ppiD) bzw. 5
(ppiA, groELS und tig) einen Einflufl auf die Stabilitit der Kultur. Ihre Zelldichte blieb

linger konstant und es konnten keine Verklumpungen von Zellen beobachtet werden.
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6 Coexpression von Chaperonkombinationen mit Zielproteinen

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl mikrobieller Expressionssysteme entwickelt
(Baneyx, 1999). Dennoch kann eine betrichtliche Anzahl von Proteinen nicht in
ausreichender Menge produziert werden. Probleme, die bei der Expression heterologer Gene
auftreten konnen, sind vielseitig und konnen z.B. in der Transkription, der Codon usage, der
Sekretion oder der Faltung begriindet liegen. In vielen Fillen erhédlt man zwar eine grof3e
Ausbeute des Zielproteins, das aber nicht korrekt gefaltet werden konnte und daher inaktiv in
Form von Inclusion bodies akkumuliert vorliegt. Bislang wurden einige Beispiele
beschrieben, in denen die Coexpression von Chaperonen hilft, die Loslichkeit bzw. den
Faltungsprozef3 des Proteins zu verbessern (Goloubinoff et al., 1989; Blum et al., 1992; De
Marco et al., 2005), jedoch ist dies ein trial-and-error Ansatz.

Um die Probleme der Proteinfehlfaltung und Proteinstabilitét bei der heterologen Expression
systematisch zu verbessern und um zu untersuchen, ob Chaperone aus dem Bakterium
P. aeruginosa grundsitzlich EinfluB auf die Produktion rekombinanter Proteine im
Expressionswirt E. coli nehmen koénnen, sollte die im Rahmen dieser Arbeit konstruierte
Chaperon-Genexpressionsbank mit Zielgenen coexprimiert werden. Eine Ubersicht iiber die
in dieser Arbeit untersuchten Zielproteine ist in Tabelle C-8 gegeben. Hier wurden sowohl
Proteine prokaryotischer als auch eukaryotischer Herkunft gewéhlt, die nicht in ausreichender
Menge als l16sliches, aktives Enzym produziert werden konnten, aber von enormem
biotechnologischen Interesse sind. Dazu zdhlen zwei Alkoholdehydrogenasen aus
Rhodococcus Spezies, das humane Interferon 2ab, sowie drei Hydrolasen, wobei eine
Esterase und zwei Lipasen untersucht wurden. Das Protein GFP sollte in Coexpressionen mit
Faltungsmodulatoren eingesetzt werden, da es in der Wissenschaft haufig als Faltungsreporter
verwendet wird (Peters & Sikorski, 1999).

Fir die Coexpressionsversuche mufBiten zunidchst E. coli Expressionsstimme hergestellt
werden, in denen sowohl das Zielprotein (s. Tab. C-8) als auch ein Plasmid der
Genexpressionsbank enthalten war. Hierfiir wurden die Expressionsstimme jedes Mal frisch
erzeugt. Zundchst wurde das Plasmid mit dem entsprechenden Zielgen in den E. coli
Expressionsstamm eingebracht. Hiervon wurden elektrokompetente Zellen hergestellt, in die
samtliche Plasmide der Chaperon-Expressionsbank in separaten Transformationsansitzen
eingebracht wurden.

Anschlieend erfolgte die Anzucht der Teststimme, wie unter B-4.3 beschrieben, in 20 ml
Kulturen bei 30°C oder 37°C. Die Expressionsstimme wurden bis zum Erreichen einer

Zelldichte bei 580 nm von 0,6 bis 0,8 kultiviert und die Expression der Interessen- und
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Chaperongene durch Zugabe von IPTG induziert.

Tabelle C-8: Auflistung der in Co-Uberexpressionen mit der Chaperon-Genexpressionsbank
untersuchten Zielproteine. Die Proteine sind in funktionelle Gruppen unterteilt: A)
Alkoholdehydrogenasen (ADH), B) Hydrolasen und C) sonstige Proteine. Auflerdem sind der
Ursprungsorganismus, die Proteingrofe [kDa] und die natiirliche Lokalisation angegeben.
Weiter ist erwédhnt, ob das jeweilige Zielgen in dem Expressionssystem mit einer
Signalsequenz zum Transport aus dem Cytoplasma versehen wurde oder nicht. Das jeweilige
Problem der Expression im heterologen Wirt E. coli und die Referenz dazu sind zusétzlich
angegeben. IB: Inclusion bodies

Grofle natiirliche Signal- | Problem bei heterologer
Zielprotein Herkunft [kDa] Lokalisation |sequenz Expression Referenz
A Alkohol-
dehydrogenasen
Rhodococcus IB -Bildung; kaum Abokitse,
1 RE-ADH erythropolis 36,2|Cytoplasma nein l6sliches, aktives Protein |2004
Rhodococcus IB -Bildung; kaum Abokitse,
2 RR-ADH ruber 35,5|Cytoplasma nein l6sliches, aktives Protein |2004
B  Hydrolasen
Pseudomonas IB -Bildung; kaum
3 [Esterase EstA |aeruginosa 32,0l4uflere Membran |nein 16sliches, aktives Protein  |Schulz, 2005
Serratia IB -Bildung; kaum Akatsuka et
4 Lipase LipA marcescens 64,8|Kulturiiberstand |nein 16sliches, aktives Protein |al ., 1994
Candida Blank et al .,
5 Lipase CALB |antarctica 33,0|Kulturiiberstand |ja geringe Ausbeute 2006
C  Sonstige
Aequorea Reporter fiir Peters &
6 GFP victoria 28,2|Cytoplasma nein Faltungsprozesse Sikorski, 1999
Produktion in IB, kaum [Valente et al .,
7 Interferon 2ab |Homo sapiens 18,2|Leukozyten ja sekretiertes Protein im KU [2006

Die Ernte der Zellen erfolgte, je nach exprimiertem Zielgen, 3 - 42 h nach Induktion. Im
Weiteren wurden Kulturiiberstand und Zellen voneinander getrennt und die Zellen durch
Ultraschallbehandlung aufgeschlossen (B-14). Die Gesamtzellextrakte wurden dann in
16sliche und nicht-16sliche Proteinfraktion unterteilt (B-15). Beide Fraktionen, im Fall des
Interferon a auch der Kulturiiberstand, wurden in Enzymtests (B-16) bzw. in Western-Blot-
Analysen (B-20) und in Proteingelen analysiert, wodurch die produzierte Menge und die
Loslichkeit des jeweiligen Proteins bestimmt wurden. Fiir die unterschiedlichen
Proteinnachweise wurden, bezogen auf die Zelldichte, jeweils gleiche Probenmengen
eingesetzt.

Die Resultate der Expressionsuntersuchungen der getesteten Proteine sind im Folgenden

dargestellt.
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6.1 Coexpression von Chaperonen mit Alkoholdehydrogenasen aus

Rhodococcus Spezies

Alkoholdehydrogenasen (ADH) zdhlen zu der Enzymklasse der Dehydrogenasen. In der
Biotechnologie wird ihnen eine besondere Bedeutung beigemessen, da sie stereospezifische
Reduktionen unterschiedlicher prochiraler Ketone und Ketoester zu den korrespondierenden
Alkoholen katalysieren. Bei diesen Reaktionen entsteht, je nach verwendetem Enzym, eines
der beiden Enantiomere. Chirale, enantiomerenreine Alkohole werden als Vorstufen in der
pharmazeutischen, chemischen und landwirtschaftlichen Industrie eingesetzt.

Die beiden ADHs (s. Tab. C-8) aus den Organismen Rhodococcus ruber und Rhodococcus
erythropolis konnten bisher lediglich in geringen Mengen und hauptsidchlich in Form von
Inclusion bodies exprimiert werden (Abokitse, 2004; Kriiger, 2005). Beide Enzyme
katalysieren als Homotetramer die Umsetzung von zahlreichen Ketoverbindungen zu den
korrespondierenden (S)-Alkoholen, wobei NADH als Cofaktor und je zwei Zinkionen als
Struktur-Stabilisatoren benétigt werden. Im Fall der R. erythropolis ADH (RE-ADH) konnte
die Menge exprimierten Enzyms durch eine teilweise Anpassung der Codon usage verbessert
werden (Steigerung von 10 U/ ml auf 50 U/ ml), jedoch lagen weiterhin mehr als 80 % des
produzierten Proteins als Aggregate in unldslicher Form vor. Um die Faltung der beiden
Enzyme zu verbessern und somit eine Akkumulation in Inclusion bodies zu minimieren,
sollten sie mit den verfiigbaren Plasmiden der Genexpressionsbank coexprimiert werden.

Zur Normalisierung der Proteinproben wurde eine Bradford-Bestimmung mit den 16slichen
Proteinproben durchgefiihrt. Auf diese Weise konnte sichergestellt werden, dafl gleiche
Mengen Protein in den Enzymtest eingesetzt wurden, die aus gleichen Zellmengen erhalten
wurden. AnschlieBend wurden die Proben in einen Aktivititstest eingesetzt. Dabei kann die
Umsetzung des Substrates p-Cl-Acetophenon indirekt {iber den Verbrauch von NADH
photometrisch bei einer Wellenldnge von 340 nm verfolgt werden.

Zundchst wurde der EinfluB einzelner Chaperone und Faltungskatalysatoren aus
P. aeruginosa auf die Loslichkeit der heterolog in E. coli erzeugten RE-ADH untersucht,
indem exemplarisch 20 verschiedene Faltungsmodulatoren coexprimiert wurden. Die dabei
gemessenen Aktivititen der 16slichen RE-ADH sind in Abbildung C-10 gezeigt und wurden
aus drei voneinander unabhidngigen Messungen berechnet. Fiir den Kontrollstamm konnte
eine Aktivitdt von ca. 50 U/ ml des l6slichen Proteins ermittelt werden. Im Vergleich dazu
konnen die untersuchten Expressionsstimme in vier Gruppen unterteilt werden, die jeweils

vergleichbare Enzymaktivititen aufweisen.
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Abb. C-10: EinfluB einzelner P. aeruginosa Faltungshelfer auf die Aktivitit der RE-ADH.
Nach AufschluB und Fraktionierung der Proteinproben konnten jeweils 10 pl der 16slichen
Fraktionen in den Aktivitétstest eingesetzt werden (B-16.1). Die Aktivitit ist in U/ ml angegeben.
Die Proben enthalten homogene Mengen Protein aus gleichen Zelldichten. Dargestellt sind
Mittelwerte aus drei voneinander unabhédngigen Messungen, Standardabweichungen sind durch
Fehlerbalken angegeben. Die in den jeweiligen Stimmen enthaltenen Faltungshelfer sind
angegeben. Durch die Unterteilung in Ergebnisgruppen (K = Kontrolle, bzw. Gruppe I-IV) werden
Staimme zusammengefalit, die vergleichbare ADH-Aktivititen aufweisen.

So fiihrte das Chaperonsystem DnaKJ (Abb. C-10; Gruppe I) zu einem kompletten Verlust
der Aktivitit der Alkoholdehydrogenase. Durch die Coexpression der Chaperone IbpA, DsbC
bzw. HscAB konnten RE-ADH-Aktivititen ermittelt werden, die in etwa der des
Kontrollstammes entsprachen (Abb. C-10; Gruppe II). Die meisten der einzeln coexprimierten
Faltungshelfer (s. Abb.C-10; Gruppe III) fithrten zu einer Erhohung der ADH-Aktivitdt um
100-200 % im Bezug auf den Stamm mit dem Leervektor (LV). Darunter waren auch die
PPIase PpiD und das generelle Chaperonsystem GroELS. Die besten Ergebnisse, die durch
die Coexpression singuldrer Faltungsmodulatoren erreicht wurden, kamen durch die
Expression des HslV-Proteins, der Protease-Doméne einer Clp-dhnlichen ATP-abhéngigen
Zweikomponenten Protease, und des CsaA-Proteins, einem molekularen Chaperon, zustande
(Abb. C-10, Gruppe IV). In beiden Fillen wurde die Aktivitidt des RE-ADH-Proteins um den
Faktor 4 verbessert.

Im Anschlul an die Untersuchung des Einflusses einzelner Faltungshelfer auf die Produktion
aktiven ADH-Proteins sollten auch die verfiigbaren Chaperon-Kombinationen der
Genexpressionsbank diesbeziiglich untersucht werden. Die ermittelten Proteinaktivititen
sowie korrespondierende Proteingele sind in Abbildung C-11 A und B dargestellt.

Eine Anzahl von zehn untersuchten Stdmmen zeigte im Vergleich mit der Kontrolle (s. Abb.

C-11, A: K) eine deutliche Verringerung der Aktivitdt. Teilweise konnte liberhaupt keine
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Aktivitdt detektiert werden (z.B. die Stimme mit den Multisite-Kombinationen pEXP-5, -9
oder pEXP-24). In den korrespondierenden Proteingelen (Abb. C-11, B) konnte fiir diese
Stimme gezeigt werden, daf3 eine geringe Menge Protein in der nicht-16slichen Fraktion (N)

vorhanden war, was durch eine schwache Proteinbande auf einer Hohe von ca. 37 kDa

sichtbar wird.
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Abb. C-11: Einflul von P. aeruginosa Faltungshelfern auf die Loslichkeit und Aktivitit der
R. erythropolis ADH in E. coli. Der Nachweis der Enzymaktivitit (A) erfolgte durch Einsatz von
10 pl Protein der loslichen Proteinfraktion, die auf gleiche Zelldichten eingestellt war. Die
Aktivitét ist in U/ ml angegeben und die Standardabweichung aus drei voneinander unabhingigen
Messungen durch Fehlerbalken dargestellt. Zusétzlich konnten Proben gleicher Zelldichte der
nicht-16slichen (N) und 16slichen (L) Fraktion auf ein Proteingel (B) aufgetragen und die ADH-
Mengen miteinander verglichen werden. Die RE-ADH befindet sich im SDS-Gel auf einer Hohe
von ca. 37 kDa. Die Stamme sind durch die Angabe der Multisite-Plasmid-Nummer benannt
(s. Tab. C-7). Durch die Unterteilung in Ergebnisgruppen (K = Kontrolle, bzw. Gruppe I-III)
werden Stimme zusammengefafBit, die vergleichbare ADH-Aktivititen aufweisen.
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Anndhernd kein RE-ADH-Protein konnte hingegen in der 16slichen Fraktion (L) detektiert
werden, hier fehlt eine Bande auf der Hohe der RE-ADH. Als Gruppe II wurden die
Teststimme in Abb. C-11 A zusammengefalit, die mit 50 U/ ml in etwa die gleiche
Proteinaktivitit aufwiesen wie der Kontrollstamm LV (s. Abb. C-11: Gruppe II). Bei den 16
verbleibenden Stdmmen, in denen Chaperone mit dem Protein RE-ADH erzeugt wurden,
konnte eine hohere ADH-Aktivitit nachgewiesen werden. Diese war um den Faktor 2 bis 5
hoher als bei dem Kontrollstamm. Das beste Ergebnis wurde erzielt, indem mit dem Vektor
pEXP-13 die Gene der Faltungsmodulatoren CsaA, GroELS und PpiD exprimiert wurden.
Das Proteingel zeigt eine intensivere ADH-Bande in der 16slichen Fraktion (s. Abb. C-11, B:
L), was darauf hindeutet, dal die Coexpression dieser Enzymkombination mehr 16sliches
Protein in den Zellen erméglicht. Die Daten der Aktivititsmessungen (s. Abb. C-10) zeigen,
daf} das molekulare Chaperon CsaA die deutlichste Verbesserung der Aktivitit der RE-ADH
herbeigefiihrt hat. Durch die Kombination dieses Chaperons mit der PPlase PpiD und dem
Chaperonsystem GroELS konnte dieser positive Einflu von CsaA um weitere 100 %,
verglichen mit dem Kontrollstamm, gesteigert werden.

Nach erfolgreicher Anwendung der Toolbox bei der Expression der RE-ADH sollte nun
untersucht werden, ob die aus R. ruber stammende ADH (RR-ADH) durch die Coexpression
von Chaperonen in grofleren Mengen aktiv produziert werden kann.

Der RR-ADH-Expressionsstamm mit dem Leervektor (Kontrollstamm) wies eine Aktivitit
von ca. 10 U/ ml auf (Abb. C-12). Dessen ADH-Aktivitit wurde mit der von Stimmen
verglichen, in denen einzelne Faltungsmodulatoren coexprimiert wurden. Anhand der
ermittelten RR-ADH-Aktivitdten konnten die Stdimme in vier Gruppen unterteilt werden. Die
erste Gruppe faflit die Stimme zusammen, in denen keine RR-ADH-Aktivitit gemessen
werden konnte. Hier waren die Faltungshelfer SurA, PA0499 sowie DnaKJ in dem RR-ADH-
Expressionsstamm enthalten. Enzymaktivititen, die mit der des Kontrollstammes
tibereinstimmten, wurden durch die Coexpression der Chaperone IbpA, FkIB, PA4873,
GroELS und PpiC2 erzielt (Abb. C-12: Gruppe II). Sechs Chaperonsysteme (Abb. C-12:
Gruppe III) fiihrten zu einer Steigerung der RR-ADH-Aktivitdt um 25 %, verglichen mit der
Kontrolle. Bei diesen Faltungshelfern handelt es sich um DsbG, PA2725, Skp, PpiD, CsaA
sowie HslU. Die deutlichste Verbesserung der RR-ADH-Aktivitdt um 45 % - 65 %, bezogen
auf den Kontrollstamm, konnte durch die Chaperone PA3717, PA5254, HscAB und Yrfl
erreicht werden. Hierdurch wird verdeutlicht, da3 viele einzelne Faltungsmodulatoren dazu in
der Lage waren, EinfluB auf die Aktivitit oder die Loslichkeit des RR-ADH-Proteins zu

nehmen.
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Abb. C-12: Einflul von einzelnen P. aeruginosa Faltungshelfern auf die Aktivitit der
R. ruber ADH in E. coli. Nach Aufschluf3 und Fraktionierung der Proteinproben konnten jeweils
10 pl der 16slichen Fraktionen in den Aktivitdtstest eingesetzt werden (B-16.1). Die Aktivitét ist in
U/ ml angegeben. Die Proben enthalten homogene Mengen Protein aus gleichen Zelldichten.
Dargestellt sind  Mittelwerte aus drei  voneinander  unabhingigen = Messungen,
Standardabweichungen sind durch Fehlerbalken angegeben. Die in den jeweiligen Stimmen
enthaltenen Faltungshelfer sind angegeben. Durch die Unterteilung in Ergebnisgruppen (K =
Kontrolle, bzw. Gruppe [-IV) werden Stimme zusammengefaf3t, die vergleichbare ADH-
Aktivititen aufweisen.

Im Anschlu wurde untersucht, welchen EinfluB Kombinationen von Chaperonen und
Faltungskatalysatoren auf die Produktion l6slichen, aktiven RR-ADH-Proteins nehmen
konnen. Die ermittelten Enzymaktivititen und die korrespondierenden Proteingele sind in
Abbildung C-13 dargestellt.

Fiir den Kontrollstamm, RR-ADH-Expressionsstamm mit Chaperon-Leervektor, konnte eine
Aktivitdt von 9 U/ ml ermittelt werden (Abb. C-13, A). In dem dazugehorigen SDS-Gel, auf
dem die nicht-16sliche (N) und die 16sliche (L) Fraktion der Proteinproben aufgetragen wurde
(Abb. C-13, B: LV) wird deutlich, dall der grofte Teil des produzierten Proteins in Form
unldslicher Inclusion bodies akkumuliert ist. Elf Chaperonkombinationen (Abb. C-13, A:
Gruppe 1) fiihrten dazu, daB die ermittelte RR-ADH-Aktivitit im Vergleich zum
Kontrollstamm geringer war. Hier konnten Enzymaktivititen von 1-5 U/ ml gemessen
werden. In diesen Stimmen lagen folgende Plasmide vor: pEXP-2, -6, -7, -9, -26, -29, -30,
-31, -35, -36 und pEXP-37 (s. Tab. C-7). Betrachtet man die SDS-Gele (Abb. C-13, B), auf
die Proben sowohl der nicht-16slichen als auch der 16slichen Fraktionen aufgetragen wurden,
wird deutlich, dal in den Stimmen, die kaum Aktivitdt aufwiesen, RR-ADH-Protein nur zu
geringem Anteil in der 16slichen Fraktion vorlag.

Die RR-ADH-Proteinmengen in der nicht-16slichen Fraktion variierten in den verschiedenen

Stimmen. So wurde in den meisten Fillen auch nur wenig Protein in der nicht-16slichen
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Fraktion sichtbar (Abb. C-13, B).
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Abb. C-13: Einflul von P. aeruginosa Faltungshelfern auf die Loslichkeit und Aktivitit der
R. ruber ADH in E. coli. Der Nachweis der Enzymaktivitdt (A) erfolgte durch Einsatz von 10 pl
Protein der 16slichen Proteinfraktion, die auf gleiche Zelldichten eingestellt war. Die Aktivitit ist
in U/ ml angegeben und die Standardabweichung aus drei voneinander unabhingigen Messungen
durch Fehlerbalken dargestellt. Zusétzlich konnten Proben gleicher Zelldichte der nicht-16slichen
(N) und 16slichen (L) Fraktion auf ein Proteingel (B) aufgetragen und die ADH-Mengen
miteinander verglichen werden. Die RR-ADH befindet sich im SDS-Gel auf einer Lauthdhe von
ca. 36 kDa. Die Stimme sind durch die Angabe der Multisite-Plasmid-Nummer benannt (s. Tab.
C-7). Durch die Unterteilung in Ergebnisgruppen (K = Kontrolle, bzw. Gruppe I-IV) werden
Stdmme zusammengefalit, die vergleichbare ADH-Aktivitdten aufweisen.

Das 14Bt vermuten, daB3 die darin vorliegenden Chaperone das RR-ADH-Protein entweder der

Degradationsmaschinerie zufiihren oder indirekt die Produktion des Zielproteins unterbinden
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konnen. Fiir den Stamm mit dem Expressionsplasmid pEXP-2 (Tig, GroELS und ClpX) wird
hingegen deutlich, dal eine grole Menge Protein in nicht-aktiver, nicht-16slicher Form
produziert wurde. Das gleiche Ergebnis konnte fiir die Stimme mit den Multisite-
Expressionsvektoren pEXP-26 (PpiC1, HsIVU und PA3717) und pEXP-37 (CsaA, DnaKJ
und HslU) gezeigt werden. Die hier coexprimierten Chaperone und Faltungskatalysatoren
fiihrten also dazu, dal} die Faltung oder Stabilitdt des RR-ADH-Proteins schlechter war als im
Kontrollstamm.

Die in Gruppe II zusammengefaBten RR-ADH-Expressionsstimme (Abb. C-13, A: II)
verhielten sich wie der Kontrollstamm, in dem keine Faltungsmodulatoren exprimiert wurden.
Sie wiesen eine Enzymaktivitit von ca. 9 U/ ml auf und enthielten den groBten Teil des
produzierten RR-ADH-Proteins in unldslicher Form (Abb. C-13, B).

In der Ergebnisgruppe III (Abb. C-13, A) sind solche Stdmme vertreten, die zu einer RR-
ADH-AKktivitét fithrten, die um bis zu 65 % gegeniiber dem Kontrollstamm gesteigert werden
konnte. Die korrespondierenden Proteinproben sind in den SDS-Gelen in Abbildung C-13, B
dargestellt. In den meisten Féllen wiesen die Teststimme in etwa gleiche Mengen RR-ADH-
Proteins in I6slicher bzw. unloslicher Form auf wie der Kontrollstamm. Fiir die Stimme, in
denen die Expressionsplasmide pEXP-39 (FkIB, GroELS und DsbG) sowie pEXP-40 (SurA,
GroELS und HslU) enthalten waren, war die Gesamtmenge an 16slichem RR-ADH-Protein
geringer als bei der Kontrolle (s. Abb. C-13, B). Hier konnte aber eine Verdopplung der
Enzymaktivitdt  festgestellt =~ werden. Die in diesen  Stimmen  enthaltenen
Chaperonkombinationen fiihrten demnach zu einer optimalen Ausbeute aktiven Proteins.

Die hochsten Aktivitdten wurden in den Stimmen erzielt, die die Plasmide pEXP-13 (CsaA,
GroELS und PpiD), pEXP-15 (PA4873, GroELS und Yrfl) sowie pEXP-17 (PpiC2, GroELS
und PA3717) trugen. Hier wurde die RR-ADH-Aktivitit um ca. 170 % gesteigert. AuBerdem
konnte in den Proteingelen gezeigt werden, da3 mehr Protein in Idslicher Form vorhanden
war als in der Kontrolle. Die Coexpression dieser Kombinationen aus Foldasen und
Chaperonen fiihrte demnach zu einer Stabilisierung oder besseren Faltung des RR-ADH-

Proteins.

Die Coexpression von Chaperonen und Faltungskatalysatoren mit Alkohol-
dehydrogenasen aus R. erythrobpolis und R. ruber fiihrte in einigen Fillen zu einer
deutlichen Verbesserung der Aktivitit loslichen Proteins im Enzymtest. Erst die
Kombination von Faltungsmodulatoren konnte aber die maximale Steigerung der
jeweiligen Enzymaktivitit hervorrufen. Fiir die RE-ADH konnte somit eine Aktivitit

gemessen werden, die 5-mal hoher war als die des Kontrollstammes. Bei der Expression
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der RR-ADH konnte eine Verbesserung der Aktivitit loslichen Proteins um den Faktor

3 erzielt werden.

6.2  Coexpressionen von Faltungsmodulatoren mit dem katalytisch aktiven Teil

der Esterase EstA aus P. aeruginosa

Dic Esterase EstA aus dem Bakterium P. aeruginosa ist ein lipolytisches Enzym, welches
bevorzugt kurzkettige Glycerolester von Fettsduren hydrolysiert (Wilhelm et al., 1997).
Damit zdhlt dieses Protein zu einer Gruppe von Enzymen, die aufgrund ihres
biotechnologischen Potentials immer mehr Bedeutung erlangt (Jager et al., 1997; Jager &
Reetz, 1998).

Bei der Uberexpression des katalytisch aktiven N-Terminus der Esterase EstA (EstAa) aus
P. aeruginosa im heterologen Wirt E. coli BL21(DE3) akkumulierte ein grofer Teil des
Proteins in Form von Inclusion bodies (Schulz, 2005). Deshalb sollte versucht werden, die
Faltungsmodulatoren aus P. aeruginosa zusammen mit dem EstAoa-Fragment zu exprimieren,
um moglichst die Loslichkeit des Proteins zu verbessern. Dabei stammen sowohl das
Zielprotein als auch die coexprimierten Chaperone und Foldasen aus demselben Organismus,
P. aeruginosa.

In Abbildung C-14 ist das Ergebnis der Aktivitditsmessungen von Stdmmen dargestellt, in
denen einzelne Chaperone und Faltungskatalysatoren enthalten sind. Der EstAa-
Expressionsstamm, in dem der Chaperonleervektor enthalten war, wurde als Kontrolle
eingesetzt. Flir diesen Stamm konnte eine Aktivitit von 0,2 U/ (ml - 0.D.580) ermittelt
werden. Zusétzlich wurde eine Negativkontrolle analysiert. Dieser Stamm enthielt sowohl den
Chaperon- als auch den Zielgen-Leervektor. Dadurch konnte sichergestellt werden, dal} die
fiir den Kontrollstamm, in dem ausschlieflich der Chaperonleervektor vorlag, ermittelte
Aktivitdt auf das Vorhandensein der Esterase zuriickzufiihren ist (Abb. C-14, A; K: LV bzw.
(-)). Deutlich reduzierte Aktivitit konnte fiir die Stimme nachgewiesen werden, in denen die
Proteine CcmG, HslIV oder HsIU coexprimiert wurden. Bei Coexpression des
Chaperonsystems DnaKJ kam es sogar zum Verlust der Fahigkeit, aktives, l9sliches EstAa-
Protein zu produzieren (Abb. C-14, A: Gruppe I).

Fir die meisten Teststimme wurde eine EstA-Aktivitit bestimmt, die im Bereich des
Stammes lag, der als Positivkontrolle eingesetzt wurde (Abb. C-14, A: Gruppe II). In diesen
Stdmmen waren beispielsweise die Chaperone HtpG und IbpA, oder die Peptidyl-Prolyl cis-
trans Isomerasen FkIB sowie PpiC1 enthalten.

In zwei der untersuchten Stimme konnte eine leichte Erhohung der Enzymaktivitit um 25 %
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nachgewiesen werden. Dabei wurden zum einen die Foldase DsbG, und zum anderen die

periplasmatische PPlase SurA exprimiert (Abb. C-14, A: Gruppe III).
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Abb. C-14: Bestimmung der Esteraseaktivitit des katalytisch aktiven N-Terminus von EstA
aus P. aeruginosa nach Coexpression mit Chaperonen oder Foldasen und Nachweis von
EstAa-Protein. Von den 16slichen Fraktionen der unterschiedlichen Stimme wurde die Aktivitét
des EstAo Fragmentes der Esterase bestimmt (A). Die angegebenen Proteine wurden
coexprimiert. Als Kontrolle diente der Stamm mit EstAa und Chaperon-Leervektor (LV). Die
Werte der Aktivitidten sind Mittelwerte aus drei unabhéngigen Messungen. Die Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung. Die Teststimme wurden abhéngig von der ermittelten
Aktivitdt in Gruppen unterteilt (K, I, II und III). Zusétzlich wurde die Menge akkumulierten
Proteins in einer SDS-PAGE (B) und die Aktivitét in einem durchgefiihrten Zymogrammgel (C)
untersucht. (-): Negativkontrolle, ohne estA- und Chaperongen-Expressionsplasmid.

In einer SDS-PAGE wurde iiberpriift, ob die gemessenen Aktivititen mit der Menge
akkumulierten EstAa-Proteins korrelieren (Abb. C-14, B). Darin konnte gezeigt werden, daf3
in den Proteinproben der verschiedenen Stimme gleich viel EstAa-Protein akkumuliert war.
AusschlieBlich der Stamm, in dem die Gene dnaKJ zusétzlich exprimiert wurden, wies keine
Bande auf der Hohe des EstAa-Proteins auf.

SchlieBlich wurde untersucht, ob es sich bei der im Proteingel sichtbaren EstAa-Bande
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tatsichlich um das gewiinschte Enzym handelte. Dazu wurde ein Zymogrammgel
durchgefiihrt (Abb. C-14, C). Dafiir mufiten die Proteine auf einer SDS-PAGE ihrer Grof3e
nach aufgetrennt und anschlieBend renaturiert werden. Durch Zugabe eines geeigneten
Substrates, das nach hydrolytischer Spaltung unter UV-Licht fluoresziert, kann auf diese
Weise die Gesamtmenge produzierter Esterase nachgewiesen werden. Dabei wurde deutlich,
daB3 auch hier die Menge des aktiven Enzyms in allen untersuchten Staimmen vergleichbar ist.
AusschlieBlich in dem Stamm, in dem das Chaperonsystem DnaKJ enthalten war, konnte kein
aktives EstAa-Protein detektiert werden.

AuBerdem sollten verschiedene Kombinationen aus molekularen Chaperonen und
Faltungkatalysatoren mit dem katalytisch aktiven N-Terminus der Esterase EstA coexprimiert
werden. Die daraus ermittelten EstA-Aktivititen sind in Abbildung C-15 gezeigt.

Die Aktivitit des Kontrollstammes BL21(DE3)-EstAa-LV betrug 0,25 U/ (ml - 0.D. 530 nm).
Im Vergleich dazu wiesen einige Stimme, in denen zusidtzlich die Verfligbarkeit
unterschiedlicher Chaperone und Faltungskatalysatoren erhoht wurde, eine leicht bis deutlich
verminderte Aktivitdt der Esterase auf (Abb. C-15: Gruppe I). Am deutlichsten war dieser
Effekt in dem Stamm, in dem die Konzentration von PpiA, GrpE-DnaKJ und dem
Triggerfaktor gesteigert wurde (Abb. C-15: 4). Hier betrug die Aktivitét lediglich 0,1 U/ (ml -
0.D. 580 nm). AusschlieBlich die Variante 2, bei der die Gene tig, groELS und clpX
coexprimiert wurden, schien keine Verdnderung der Ausbeute aktiven Proteins, verglichen

mit der Kontrolle, zu verursachen (Abb. C-15: Gruppe II).
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Abb. C-15: Bestimmung der Esteraseaktivitit der katalytisch aktiven EstAo-Domine aus
P. aeruginosa nach Coexpression mit Chaperon- und Foldase-Kombinationen. Von den
16slichen Fraktionen der unterschiedlichen Stimme wurde die Aktivitit der EstAa-Domine der
Esterase bestimmt. Als Kontrolle diente der Stamm mit EstAa und Chaperon-Leervektor (LV).
Die Werte der Aktivititen sind Mittelwerte aus drei unabhéngigen Messungen. Abhingig von der
ermittelten Aktivitdt wurden die Stimme in Ergebnisgruppen unterteilt (K; I-III). Die in den
Expressionsstimmen enthaltenen Multisite-Expressionsplasmide sind als Ziffern angegeben; die
darin enthaltenen Faltungsmodulatoren sind in Tab. C-7 aufgefiihrt.
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Im Gegensatz zu der Coexpression einzelner Faltungshelfergene oder -operons, bei denen die
Produktion aktiven, loslichen Proteins im Vergleich zum Kontrollstamm nicht signifikant
verbessert werden konnte, ist durch verschiedene Kombinationen aus Foldasen und
Chaperonen eine Steigerung der Enzymaktivitdt meBbar (Abb. C-15; Gruppe III). Eine leichte
Erhohung der Esterase-Aktivitit konnte durch die Coexpression von drei Chaperon-
kombinationen erreicht werden. Neben den Plasmiden pEXP-5 (ppiA — groELS — tig) sowie
pEXP-7 (dnaJ — dnaKJ — tig) zeigte auch die Expression des Vektors pEXP-11 (ppiA —
groELS — ppiD) einen positiven Einflul auf die Produktion des EstAa-Proteins. Gegeniiber
dem Vergleichsstamm lag hier eine Erhohung der Aktivitit um den Faktor 1,6 vor. Dies
bedeutet eine Aktivitdt von ca. 0,35-0,4 U/ (ml - 0.D. 530 nm)-

Am effektivsten war die Produktion der katalytisch aktiven Doméne der Esterase EstA, wenn
das Plasmid mit der Faltungshelferkombination 1 (tig — dnakKJ — clpX) im Expressionsstamm
vorlag. Hier konnte eine Verdopplung der Aktivitit im Vergleich zum Kontrollstamm auf ca.
0,5 U/ (ml - 0.D. sg9 nm) erzielt werden. Durch SDS-Gele und Zymogrammgele konnte gezeigt

werden, dall in allen Proben vergleichbare Mengen EstAa-Proteins vorlagen (Daten nicht

gezeigt).

6.3  Untersuchungen zur Coexpression von Faltungsmodulatoren aus

P. aeruginosa mit der Serratia marcescens Lipase LipA

Das Enzym LipA aus dem Bakterium S. marcescens besitzt durch seine Zugehorigkeit zu der
Enzymklasse der Lipasen eine besondere biotechnologische Bedeutung. Diese Enzyme sind
sehr wichtige stereoselektive Biokatalysatoren, die sowohl bei der Veresterung als auch der
Spaltung von Lipiden eine entscheidende Rolle spielen. Ferner handelt es sich bei dem Enzym
aus S. marcescens um eine besondere Lipase, da sie mit einem Molekulargewicht von 60 kDa
deutlich groBer ist als die meisten Vertreter dieser Enzymgruppe (Li et al., 1995).

Bei dem Versuch, die Lipase LipA aus S. marcescens in grolen Mengen zu produzieren,
akkumulierte der groBte Teil des Proteins in Form von Inclusion bodies (Akatsuka et al.,
1994). Daher sollte untersucht werden, ob sich die Expression von Faltungshelfern auf die
Ausbeute 16slicher Lipase im heterologen Wirt E. coli auswirkt.

Die in Coexpressionsversuchen produzierten Proteinproben wurden in Enzymtests und auf
Proteingelen untersucht. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung C-16 dargestellt.

Als Positivkontrolle und Referenz gegeniiber den Stimmen, in denen Chaperone und
Foldasen coexprimiert wurden, diente der als LV bezeichnete Stamm, in welchem neben dem

lipA-Expressionsplasmid ausschlieBlich der Chaperon-Leervektor in den Zellen vorlag. Fiir
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diesen Stamm konnte eine Lipase-Aktivitdt von ca. 0,8 nkat/ 0.D. sgo nm detektiert werden
(Abb. C-16, A). Die Negativkontrolle wurde durch den Bakerienstamm reprisentiert, der
beide verwendeten Expressionsplasmide als Leervektor enthielt und somit kein LipA-Protein
erzeugen kann. Fiir diesen Stamm konnte keine Umsetzung des Lipase-Substrates pNPP im
durchgefiihrten Enzymtest festgestellt werden. Sowohl in den SDS-, als auch in den
durchgefiihrten Zymogrammgelen, zeigten die beiden Kontrollstimme das erwartete

Ergebnis.
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Abb. C-16: Einflul der Coexpression von verschiedenen Faltungshelferkombinationen auf
die Loslichkeit und Aktivitit des LipA Proteins aus S. marcescens. Die Aktivitit (A) des
loslichen LipA-Proteins ist fiir alle untersuchten Stimme in nkat/ 0.D. sg0 ., angegeben. Die Werte
stammen aus drei unabhidngigen Messungen, anhand derer die Standardabweichungen berechnet
und in Form von Fehlerbalken angegeben wurden. Als Kontrolle dienten der Stamm mit Lipase-
Expressionsplasmid und Chaperon-Leervektor (LV) sowie der Stamm BL21(DE3) mit beiden
Leervektoren (-). Die Nummer der Plasmide mit Kombinationen aus Chaperonen und Foldasen ist
angegeben (s. Tabelle C-7). In einer durchgefiihrten SDS-PAGE (B) sind 10 pl von GZE-Proben
aufgetragen. Deutlicher wird die Menge an LipA-Protein (60 kDa) in einem durchgefiihrten
Zymogrammgel (C).
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Wihrend in der Negativkontrolle weder eine Proteinbande auf der Hohe der Lipase LipA,
noch eine Umsetzung des Substrates im Zymogrammgel erfolgte, konnte fiir die
Positivkontrolle in beiden Fillen das gewiinschte Signal der 60 kDa groflen Lipase
nachgewiesen werden (Abb. C-16, B und C).

Durch Coexpression von Faltungshelfern zusammen mit dem Zielprotein LipA konnten
deutliche Unterschiede zu dem Kontrollstamm BL21(DE3)-LV aufgezeigt werden.
Ausschliellich durch zwei Kombinationen von Chaperonen und Faltungskatalysatoren, den
Kombinationen 6 und 8 (s. Tab. C-7), wurde die Aktivitit der Lipase nicht beeinflullit (Abb.
C-16, A: Gruppe II). Auch hinsichtlich der Proteinakkumulation im SDS-Gel und im
Zymogrammgel zeigten diese beiden Stdmme das gleiche Ergebnis wie der Kontrollstamm.
Bei einer Anzahl von acht Coexpressionsstimmen fithrte die Expression der jeweiligen
Faltungsenzyme zu einer verringerten Produktion aktiven LipA-Proteins (Abb. C-16, A:
Gruppe I). Darunter befinden sich Stimme, bei denen nahezu kein heterologes Protein in den
Zellen nachgewiesen wurde. Die im Enzymtest detektierte, geringe Lipase-Aktivitéit basiert
also darauf, dafl kaum LipA-Protein akkumuliert ist (s. Kombinationen 2, 5, 7, 9, 10 und 11).
Zwei weitere Stimme, bei denen die Aktivitdt im PNPP-Test deutlich unter der des
Kontrollstammes lag, wiesen allerdings vergleichbare Mengen Protein im SDS- und
Zymogrammgel auf. Hier scheint mehr erzeugtes Protein in Form von Inclusion bodies zu
akkumulieren (Gruppe I: Stimme 3 und 42).

Mit Hilfe von drei Kombinationen von Faltungshelfern aus P. aeruginosa konnte eine
Verbesserung der Aktivitdt festgestellt werden. Bei den Expressionsstimmen, in denen die
Plasmide pEXP-1, pEXP-4 bzw. pEXP-41 vorlagen, konnte die Aktivitit der Lipase LipA im
photometrischen Enzymtest um 125 % gesteigert werden (Abb. C-16, A: Gruppe III). Im
Vergleich zum Kontrollstamm zeigten diese Stimme aber weder im Protein- noch im
Zymogrammgel intensivere LipA-Banden auf. Somit konnten die in diesen Stimmen

exprimierten Faltungshelfer die Ausbeute aktiven LipA-Proteins verbessern.

6.4  Coexpression von Faltungshelfern aus P. aeruginosa mit der Lipase B

(CALB) aus der Hefe Candida antarctica

In einem weiteren Beispiel sollte untersucht werden, ob die Coexpression von Chaperonen
auch die Expression der Lipase CALB aus Candida antarctica verbessern kann. Diese Lipase
ist biotechnologisch von besonderer Bedeutung, da sie eine hohe Enantioselektivitit, vor
allem bei der Umsetzung von 1-Methoxy-2-Propanolacetat (MPA), aufweist. Bisher wird
diese Lipase in groBem MaBstab in der Hefe Pichia pastoris produziert (Blank et al., 2006).
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Aufgrund des hohen biotechnologischen Potentials dieses Enzyms ist es sehr wichtig, die
Expression auch in E. coli zu erméglichen, um beispielsweise ein Hochdurchsatz-Screening
durchzufiihren. So konnte schnell und effizient auf gewiinschte neue Substratspektren oder
Temperaturoptima getestet werden. Da die Ausbeute von heterolog in E. coli produziertem
CALB-Protein bisher sehr gering ist, sollte untersucht werden, ob durch Zugabe von
Faltungsmodulatoren die Ausbeute erh6ht werden kann.

Durch Fusion des Lipase-Gens hinter eine pelB-Signalsequenz kann die Lipase ins Periplasma
der E. coli Zellen transportiert werden. Auf diese Weise kann in Plattentests untersucht
werden, ob die Zellen Lipase produzieren oder nicht. Deshalb wurden einzelne Kolonien der
unterschiedlichen Stimme auf Tributyrin-Platten iiberimpft. Bei Aktivitdt der Lipase kann
dabei das Tributyrin im Medium gespalten werden, wodurch um die Kolonie herum klare
Hofe entstehen. In Abbildung C-17 sind drei solcher Tributyrin-Platten gezeigt (A, B und C),

auf die unterschiedliche Expressionsstimme aufgebracht wurden.

Abb. C-17: Bestimmung der lipolytischen Aktivitit von CALB durch
Umsatz des Substrates Tributyrin auf Agarplatten. Die erzeugten Expressionsstimme wurden
auf Tributyrin-haltige Platten gepickt und UN bei 30°C inkubiert. Die Aktivitit wird durch
Bildung eines Hofes um die Kolonie herum detektiert. Die Ergebnisse konnten in zwei
unabhéngigen Anzuchten verifiziert werden. Im oberen Teil der Abbildung sind die Nummern der
Chaperonkombinationen aufgefiihrt, die in den Stimmen vorlagen, die auf die Tributyrinplatten
gepickt wurden (unterer Teil der Abbildung). Die in den Teststimmen enthaltenen
Faltungsmodulatoren sind durch die Nummern der Expressionsplasmide angegeben (s. Tab. C-7).

Der Kontrollstamm (LV) wurde zum Vergleich auf alle Platten aufgetragen. Im oberen
Bereich der Abb. C-17 ist angegeben, welche Chaperonkombination in dem

Expressionsstamm vorlag, der auf die darunter abgebildete Agarplatte iibertragen wurde.
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Neben einigen Stimmen, in denen keine oder nur eine sehr geringe lipolytische Aktivitat
festgestellt werden konnte, fallen mehrere Expressionsstimme auf, in denen leicht bis
signifikant mehr Lipase-Aktivitit, verglichen mit dem Kontrollstamm, detektiert werden
konnte. Mit den Plasmiden pEXP-18, -19, -28 und pEXP-33 konnte das beste Ergebnis erzielt
werden. Durch die Zugabe dieser unterschiedlichen Faltungsmodulator-Kombinationen
konnte die Menge aktiver Lipase deutlich gesteigert werden.

Nach einer ersten Selektion auf Tributyrinplatten konnten Stimmen identifiziert werden, die
die Expression der Lipase CALB ermoéglichen. Diese wurden darauthin in eine
Uberexpression eingesetzt und genauer untersucht.

Nach Erhalt der 16slichen Proteinproben wurden diese in einen photometrischen Test mit
PNPP als Substrat eingesetzt und die Aktivitit in U/ ml bestimmt (Abb. C-18). Fiir den
Kontrollstamm (LV) konnte eine sehr geringe Aktivitét von 0,05 U/ ml bestimmt werden. Bei
den weiteren zwolf Expressionsstimmen korrelieren die Ergebnisse aus den beiden
Aktivitétstests. Dabei konnen einige Stimme identifiziert werden, die im Enzymtest eine

Verbesserung der Aktivitdt um 60 %, verglichen mit der Kontrolle, aufweisen (Abb. C-18:

Gruppe II).
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Abb. C-18: Nachweis der Aktivitiit loslichen CALB-Proteins nach einer Uberexpression in
Fliissigmedium. Die gemessene Aktivitdt ausgewdhlter Expressionsstimme ist in U/ ml
angegeben. Die in den Stimmen vorliegenden Chaperonkombinationen sind durch die
aufgefiihrten Zahlen unter dem Graphen genannt (s. Tab. C-7). Die Daten sind Mittelwerte aus
drei unabhéngigen Messungen. Die Standardabweichung ist durch Fehlerbalken angezeigt. Je nach
Verhiltnis der Enzymaktivitdt der Teststimme zur Kontrolle (K) wurden sie in Ergebnisgruppen
zusammengefafit (I-111).

Bei drei weiteren Stdmmen fiihrte die Coexpression von Chaperon-Kombinationen zu einer

Steigerung der CALB-Aktivitit um 180 %. Dazu zdhlt unter anderem der Stamm mit dem
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Plasmid pEXP-19, in dem die Faltungsmodulatoren GroES - GroELS — PA5195 coexprimiert
wurden. In beiden Enzymtests wies er eine signifikante Steigerung der lipolytischen Aktivitit
auf. Die Coexpression der Chaperone DsbC, GroELS und PA5195 (pEXP-18) fiihrte bei einer
Anzucht auf Agarplatten zu der deutlichsten Steigerung. Die Inkubation in Fliissigmedium
rief eine Verdreifachung der Aktivitit im Vergleich zum Kontrollstamm hervor, was den
Umsatz des Substrates Tributyrin im ersten Enzymtest bestitigte.

Uberraschenderweise wiesen die drei Stimme mit den Multisite-Vektoren pEXP-33, -35 und
-39 eine ebenso schwache Lipase-Aktivitit auf wie der Kontrollstamm (Abb. C-18: Gruppe I).
In dem durchgefiihrten Tributyrin-Screening konnte fiir diese drei Stimme ein deutlich
groflerer Hof als bei dem Expressionsstamm mit dem Chaperon-Leervektor festgestellt
werden. Auch fir den Stamm mit dem Plasmid pEXP-12 konnte das Ergebnis der
Tributyrinplatten in diesem Fall nicht verifiziert werden. Wahrend auf den Agarplatten mit
Tributyrin als Substrat fast kein Hof um die Kolonie sichtbar wurde, zeigte sich im pNPP-
Test, der mit Fliissigkulturen durchgefiihrt wurde, eine Verdopplung der Aktivitit.

Mit Hilfe dieser Ergebnisse wird deutlich, dal nach einem ersten Screening auf verbesserte
CALB-Produktion nicht zwingend auf das Potential des jeweiligen Stammes geschlossen
werden kann, aktives Zielprotein zu erzeugen. In den meisten Féllen konnte aber, bei
insgesamt niedriger Aktivitit, die Tendenz zu einer verbesserten Expression auf den
Tributyrinplatten auch nach einer Uberexpression in Fliissigkultur und der Umsetzung des

Substrates pNPP bestitigt werden.

Die letzten drei untersuchten Enzyme gehorten zu der Familie der Hydrolasen. In allen
Fillen konnte durch Coexpression von Chaperonen und Faltungshelfern aus
P. aeruginosa die AKktivitit des Zielproteins gesteigert werden. Die verantwortlichen
Faltungshelfer-Kombinationen variierten allerdings bei den verschiedenen
Zielproteinen.

Die Coexpression von Chaperonen und Faltungskatalysatoren mit dem katalytisch
aktiven Teil der Esterase EstA zeigte im Falle der einzelnen Faltungshelfer keinen
deutlichen Einflul auf die Ausbeute von EstAco-Protein. Durch die Zugabe von
Chaperon- und Foldase-Kombinationen konnte allerdings eine Verbesserung der
Aktivitit loslichen EstAa-Proteins um 60 - 100 % (pEXP-1) festgestellt werden.

Durch Coexpression von drei der verfiigharen Multisite-Kombinationen mit
Faltungshelfern aus P. aeruginosa konnte eine Steigerung loslichen, aktiven LipA-
Proteins um 125 % (z.B. pEXP-1: Tig, DnaKJ und ClpX; oder pEXP-4: PpiA, GrpE
DnaKJ und Tig) erzielt werden.
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Die Coexpression unterschiedlicher Kombinationen von Faltungshelfern fiihrte in vielen
Fillen zu einer Verbesserung der CALB-Produktion im heterologen Wirt E. coli. Mit
der Coexpression der Faltungshelfer DsbC, GroELS und PAS5195 (pEXP-18) konnte
eine deutliche Steigerung der Aktivitit auf Tributyrinplatten, und eine Verbesserung
um 180 % im pNPP-Test nach Anzucht in Fliissigkultur festgestellt werden. Durch die
Erhohung der Konzentration von GroES, GroELS und PA5195 konnte in den beiden
unterschiedlichen Lipase-Nachweisen ein vergleichbares Resultat erzielt werden; die

Expression aktiven, loslichen CALB-Proteins konnte um 140 % gesteigert werden.

6.5 Coexpression von Chaperonen und Faltungskatalysatoren mit dem Griin-

fluoreszierende Protein (GFP)

Das Griin-fluoreszierende Protein wird in der Wissenschaft unter anderem als Marker fiir
Faltungsprozesse eingesetzt. Dabei konnte gezeigt werden, dal GFP durch direkten Einflufl
von Chaperonen seine aktive Konformation erreicht (Pedelacq et al., 2006; Wang et al.,
2002).

Zuerst wurden einzelne Chaperone und Foldasen hinsichtlich der Produktion aktiven,
l16slichen GFP-Proteins untersucht. Dabei konnte kaum eine Verdnderung der maximalen
relativen Fluoreszenz festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Die hochsten Werte konnten
in dem Stamm beobachtet werden, in dem das Chaperonsystem GroELS coexprimiert wurde,
wobei die Fluoreszenz (515 nm) 1,6-fach erhdht war.

Danach sollte iiberpriift werden, ob Kombinationen von Chaperonen und Foldasen die
Faltung von GFP verbessern konnten. Fiir den Kontrollstamm wurde eine relative Fluoreszenz
von ca. 240 pro ml ermittelt (Abb. C-19: K). Die Proben wurden vorher auf eine Zelldichte,
ermittelt durch die 0.D. sgp nm, von 1 eingestellt. Mit 28 Proben fiihrten die meisten Chaperon-
kombinationen zu einer Reduktion der Menge fluoreszierenden, 16slichen Proteins (Abb. C-
19: Gruppe I). Durch die Coexpression von sechs Multisite-Expressionsplasmiden wurde eine
vergleichbare Fluoreszenz zum Kontrollstamm ermittelt (Abb. C-19: Gruppe II). Es konnten
aber auch Stamme identifiziert werden, die mehr aktives GFP produzieren konnten als die
Kontrolle. Hier fiihrte die Expression von Faltungsmodulatoren zu Werten der relativen
Fluoreszenz von 400-500, also einer Steigerung der Menge aktiven Proteins um 100 % in den
besten Fillen.

Die effektivsten Multisite-Kombinationen hinsichtlich der GFP-Expression waren pEXP-1
(Tig, DnaKJ und ClpX), pEXP-40 (SurA, GroELS und HslU), aber vor allem pEXP-19
(GroES, GroELS und PA5195), pEXP-27 (PpiC2, HslVU und PAS5195) und pEXP-33
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(PA3262, HscAB und LolA).
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Abb. C-19: Einflul von P. aeruginosa Faltungshelfern auf die relative Fluoreszenz des
Faltungsreporters GFP. Die relative Fluoreszenz des GFP wurde nach Anregung bei 475 nm pro
0o.D. 1 und ml Probe bei einer Emissionswellenlinge von 515 nm bestimmt. Die
Standardabweichungen aus zwei voneinander unabhéngigen Messungen sind durch Fehlerbalken
angegeben. Die in den Teststimmen enthaltenen pEXP-Plasmide sind durch die Nummern
angegeben (s. Tab. C-7).

Durch einzelne coexprimierte Chaperone oder Faltungskatalysatoren wurde die relative
Fluoreszenz bei 515 nm im Vergleich zum Kontrollstamm kaum verindert. Das beste
Ergebnis wurde durch das Chaperonsystem GroELS erzielt, das den Maximalwert der
Fluoreszenz und den Faktor 1,6 steigern konnte. Die Coexpression von Multisite-
Expressionsvektoren konnte in einigen Fillen die Produktion aktiven, loslichen GFPs

sogar um den Faktor 2 verbessern.

6.6 Verbesserung der Produktion von humanem Interferon a2b

Ein weiteres Zielprotein stellt das menschliche Interferon alpha 2b (IFNa2b) dar. Dieses
Protein wird in der Medizin zur Behandlung von verschiedenen Krankheiten eingesetzt, wie
Hepatitis, Krebsarten wie beispielsweise Leukdmie oder bei AIDS-vermitteltem
Kaposisarkom (Dorr, 1993; Guttermann, 1994; Kaser & Tilg, 2000). Die Produktion einer
grolen Menge I6slichen Proteins hat demnach eine besondere Bedeutung fiir die
pharmazeutische Industrie. Zwar kann das IFNa2b-Protein heterolog in E. coli exprimiert
werden, doch werden zum Einen nur geringe Ausbeuten erzielt und zum Anderen akkumuliert
der grofBite Teil in Form von Inclusion bodies. Daraus wird dann im Anschlufl das IFNo2b-
Protein isoliert, renaturiert und weiter verwendet (Valente et al., 2006). Die Extraktion von

Proteinen aus Inclusion bodies ist zwar ein gingiger, aber Kosten- und Zeitaufwendiger
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Prozel (Thatcher, 1990). Aus diesem Grund werden in der Industrie alternative
Expressionsstrategien zur Produktion dieses Proteins verfolgt. Beispielsweise soll das Protein
aus dem Cytoplasma heraus transportiert werden, um in moglichst groer Menge im
Kulturiiberstand zu akkumulieren. Dieser ProzeB ist derzeit noch sehr ineffektiv und ein
grofBer Teil des produzierten Proteins verbleibt in Form von Inclusion bodies im Cytoplasma
(Beldarrain et al., 2001).

Die beschriebenen Eigenschaften machen das menschliche Protein Interferon alpha 2b zu
einem guten Modellprotein aus einem eukaryotischen Organismus, fiir das die Chaperon-
Toolbox getestet werden kann. Deshalb wurden einige der verfiigbaren Multisite-
Expressionsvektoren in IFNo2b-exprimierende E. coli BL21(DE3)-Zellen eingebracht und
Coexpressionen durchgefiihrt. Dabei wurde das IFNa2b-Protein mit einer N-terminalen
Signalsequenz exprimiert, die einen Transport aus dem Cytoplasma heraus ermodglichen
sollte.

Als Kontrolle wurde ein BL21(DE3)-Stamm verwendet, der neben dem Interferon-
Expressionsplasmid den Chaperon-Leervektor pBBR1IMCS-3 enthielt (Abb. C-20: K). Fiir
diesen Stamm konnte gezeigt werden, dall ca. 70 % des erzeugten IFNo2b-Proteins im GZE

vorlag und 30 % im Medium nachgewiesen werden konnte (s. Abb. C-20).

g =
4 "

Abb. C-20: Einflul von Chaperonen und Faltungskatalysatoren aus P. aeruginosa auf die
Stabilitit des humanen IF2ab-Proteins. Zur Bestimmung der Lokalisation und Menge des
produzierten Zielproteins wurden Proteinproben aus dem Kulturiiberstand (A) und aus GZE (B) in
einem Western-Blot unter Verwendung eines spezifischen Antikorpers detektiert. Als Kontrolle
wurde Standardprotein (0,05 pg; S) bzw. der IFN2ab-Expressionsstamm mit Chaperon-Leervektor
(K) aufgetragen. Die coexprimierten Chaperonkombinationen sind durch Nummern
gekennzeichnet (s. Tab. C-7).

Von 13 unterschiedlichen Teststimmen filihrte die Coexpression von drei Chaperon-
Kombinationen dazu, daB keine nachweisbare IFNa2b-Menge, weder im GZE noch im

Kulturiiberstand, detektiert werden konnte (pEXP-10, -13 und pEXP-14; Daten nicht gezeigt).

80



ERGEBNISSE

In weiteren Stimmen fiihrte die zusitzliche Expression von Faltungsmodulatoren dazu, daf3
IFNa2b-Protein nachgewiesen werden konnte. In den meisten Fillen entsprach die Menge
und Verteilung des Zielproteins der des Kontrollstammes, beispielsweise der Stamm mit dem
Mutlisite-Expressionsvektore pEXP-2 (Tig, GroELS, ClpX). Die Coexpression des Plasmides
pEXP-3 (Tig, DnaKJ und PpiD) fiihrte dazu, daB8 nur ein sehr geringer Proteinanteil ins
Kulturmedium gelangen konnte und ca. 90 % des produzierten IFNa2b-Proteins unldslich in
Form von Inclusion bodies im Cytoplasma akkumuliert war (Abb. C-20: 3). In zwei weiteren
Stimmen mit den Expressionsplasmiden pEXP-4 bzw. pEXP-12 (s. Tab. C-7) war mehr
IFN2ab-Protein nachweisbar als in der Kontrolle. Durch Coexpression beider Vektoren
konnte beobachtet werden, dal3 der groBte Anteil des IFNa2b-Proteins hier im Kulturmedium
vorhanden war, wihrend nur eine sehr geringe Menge des Proteins im GZE detektiert werden
konnte. Fast das gesamte IFNoa2b-Protein wurde also aus der Bakterienzelle heraus

transportiert.

Fiir die Expression von IFNa2b-Protein konnte ein Einflufl von Faltungsmodulatoren
auf die Produktmenge festgestellt werden.

Durch die Chaperone GroES, DnaKJ und PAS5195 wurde die stirkste Produktion des
Zielproteins, verglichen mit dem Kontrollstamm, erreicht. Dabei wurde das
synthetisierte IFNa2b-Protein sogar vollstindig aus der Zelle ins Kulturmedium
transportiert, so da} eine teure nachfolgende Aufreinigung des Proteins aus Inclusion

bodies iiberfliissig wiirde.

6.7 Einflul von coexprimierten Faltungsmodulatoren in P. aeruginosa PAH11

Bisher wurden die Chaperonvektoren ausschlie8lich im heterologen Wirt E. coli eingesetzt.
Dadurch konnte getestet werden, dal3 sie einen Einfluf auf die Produktion unterschiedlicher
Zielproteine haben.

In einem weiteren Versuch sollte nun iiberpriift werden, ob diese Plasmide auch im
homologen Wirt P. aeruginosa Einflu3 auf die Produktion von Proteinen nehmen kénnen.
Von Filloux (Marseille) und Mitarbeitern konnte ein Stamm konstruiert werden (bisher nicht
verdffentlicht), der deutlich mehr proteolytisch aktive Enzyme sekretieren kann als der
Wildtyp. Dieser hypersekretierende Stamm wird als P. aeruginosa PAH11 bezeichnet.

Zu den in groBer Menge sekretierten Proteinen zdhlen unter anderem das Exotoxin A und die
Elastase LasB, die beide iiber den Typll-Sektretionsweg transportiert werden. Im Gegensatz

zu der verstirkten Sekretion von Proteasen wie LasB konnte fiir die Lipase LipA eine
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Abnahme der sekretierten Enzymmenge in dem Stamm PAHI1 nachgewiesen werden. Die
Produktion von Proteasen, zu deren Enzymgruppe auch das Protein LasB zdhlt, kann mit
Hilfe von Skim-milk-Indikatorplatten nachgewiesen werden. Das produzierte und sekretierte
Enzym kann das Milchpulver im Medium proteolytisch spalten, wodurch ein klarer Hof um
die Kolonie entsteht. Je mehr aktives Protein aus der Zelle sekretiert wird, um so grofer ist
der klare Hof, der die Zelle umgibt.

Um zu analysieren, ob die Produktion der Elastase LasB in dem Stamm PAHI11 durch die
Coexpression von Chaperonen weiter gesteigert bzw. die Produktion der Lipase LipA
wiederhergestellt werden kann, wurde die Chaperoncoexpressionsbank auch in diesem Stamm
getestet. Dazu wurden die entsprechenden pEXP-Plasmide in PAH11-Zellen eingebracht und
zum Nachweis der Protease-Produktion auf Skim-milk Platten, zur Detektion der Lipase LipA
auf Tributryrinplatten, ausgebracht und mit dem Kontrollstamm verglichen. Anhand der
Hofbildung um die Bakterienkolonien herum konnte auf die Menge produzierten Enzyms
geschlossen werden. Dabei konnte festgestellt werden, dall weder in dem Kontrollstamm, der
den entsprechenden pEXP-Leervektor enthielt, noch in den Stimmen, in denen
Faltungsmodulatoren coexprimiert wurden, Lipase-Aktivitdt nachweisbar war (Daten nicht
gezeigt). Trotz langerer Inkubation im Kiihlschrank blieb die Hofbildung in allen Stimmen
aus. Lediglich in der Positivkontrolle, dem Wildtyp, konnte Lipase-Aktivitit gezeigt werden.
Im Gegensatz dazu zeigte sich auf den Skim-milk-Platten bei vielen getesteten Stimmen eine
Hofbildung um die Kolonie herum, was auf die Aktivitit sekretierter Elastase LasB hinweist
(Abb. C-21).

Hierbei fiihrte die Coexpression einzelner Faltungshelfer im P. aeruginosa Stamm PAH11 in
fast allen Stimmen zu einer Abnahme der Protease-Aktivitit auf den Indikatorplatten (Abb.
C-21: Gruppe I - III), die in vielen Féllen vollstindig verloren ging (Abb. C-21: Gruppe I).
Einige Stamme flihrten zu vergleichbaren Protease-Aktivitdten wie der Wildtypstamm (Abb.
C-21: Gruppe III). Bei neun getesteten Stimmen entsprach die ermittelte Protease-Aktivitét
der des Kontrollstammes (Abb. C-21: Gruppe IV). AusschlieBlich die Zugabe der Zwei-
Komponenten-Protease HsIVU fiihrte zu einer leichten Steigerung der Protease-Aktivitit,
verglichen mit dem LV-Stamm. Hier lag die Aktivitdt bei 116 % im Gegensatz zu 100 % in
der Kontrolle (Abb. C-21: Gruppe V).

Im Unterschied dazu flihrten Kombinationen von Faltungsmodulatoren in allen getesteten
Stimmen dazu, daB Protease-Aktivitit detektiert werden konnte (Daten nicht gezeigt). In
wenigen Stdmmen flihrte das Vorhandensein von Chaperonen zu einer Abnahme der
Enzymaktivitit, verglichen mit dem Kontrollstamm. Fiir die meisten Stdmme konnte

allerdings kein Unterschied zum hypersekretierenden PAHI11-Stamm mit Leervektor
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nachgewiesen werden.
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Abb. C-21: EinfluB} einzelner Faltungsmodulatoren aus P. aeruginosa auf die Produktion
sekretierter Protease im hypersekretierenden Stamm PAH11. Der Nachweis der Enzymaktivitit
erfolgte auf Indikatorplatten und ist als relative proteolytische Aktivitdt angegeben. Dazu wurde das
Verhiltnis der Bakterienkolonie zu der Hofbildung bestimmt. Je nach ermittelter Aktivitdt konnen
die Stimme in verschiedene Ergebnisgruppen (K; I-V) unterteilt werden. Die Namen der enthaltenen
Chaperone sind angegeben.

Es konnten aber einige Stimme identifiziert werden, die eine Zunahme der Protease-Aktivitét
gegeniiber der PAH11-Kontrolle aufwiesen. Dazu zéhlten vor allem drei Stdmme, in denen
die folgenden Faltungshelfer vorlagen: a) pEXP-31: CsaA, HscAB und PpiD (300 %
Aktivitit), b) pEXP-33: PA3262, HscAB und LolA (300 % Aktivitit) und auBerdem c)
pEXP-24: PA4873, HsIVU und Yrfl (400 % Aktivitit; Daten nicht gezeigt).

Vergleicht man die Ergebnisse der LipA- mit denen der Protease-Untersuchungen kann
festgestellt werden, dall der Verlust der LipA-Produktion nicht durch Faltungsmodulatoren
wiederhergestellt werden kann. Fiir die Tests zur Protease-Aktivitit konnte hingegen
nachgewiesen werden, dall Chaperone und/ oder Foldasen Einfluf3 auf die Menge sekretierter

Proteasen nehmen.

Fiir die produzierten Proteasen, zu denen auch das Enzym LasB zihlt, konnten einige
Chaperonkombinationen identifiziert werden, welche zu einer deutlichen Verbesserung

der Sekretion dieser Enzyme um den Faktor 3-4 fiihrten.
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D Diskussion

Die Anzahl rekombinanter Proteine, die zur Charakterisierung in der Wissenschaft oder zum
Einsatz in der Industrie exprimiert werden, hat in den letzten Jahren immer weiter
zugenommen. Darunter befinden sich mittlerweile auch komplexe Proteine, die heterolog
produziert werden konnen. In dem Bakterium E. coli werden diese Proteine jedoch nicht
immer in ausreichenden Mengen oder in einer biologisch aktiven Form hergestellt. Probleme,
die bei ihrer Produktion auftreten konnen, sind unter anderem zu hohe Expressionsraten,
Fehlfaltungen oder geringe Stabilitdt des Zielproteins. Diese Bottlenecks fiihren teilweise
dazu, dal das erzeugte Produkt direkt nach der Synthese proteolytisch abgebaut wird oder in
Form von unldslichen Aggregaten (Inclusion bodies) in der Zelle akkumuliert. In manchen
Féllen konnen diese Proteinaggregate nach dem ZellaufschluB3 wieder solubilisiert und das
rekombinante Protein dann in vitro in seine natiirliche Konformation iiberfithrt werden. Die
hierzu notigen Schritte sind jedoch mit enormen Kosten und zusdtzlichem Zeitaufwand
verbunden.

Vor allem molekulare Chaperone und Faltungskatalysatoren nehmen Einflul auf solche
zelluldren Prozesse wie Proteolyse, Faltung oder Stabilisierung des Proteins. In vielen
empirischen Versuchen konnte gezeigt werden, dall die Coexpression von Zielgen und
Chaperongen die Ausbeute von rekombinanten Proteinen deutlich erhdhen kann.

Darauf basierend wurde im Rahmen dieser Arbeit eine neue Strategie verfolgt, die Expression
rekombinanter Proteine in Gram-negativen Bakterien systematisch zu optimieren: a) Es wurde
das gesamte Set an Faltungshelfergenen aus dem Bakterium Pseudomonas aeruginosa
identifiziert und isoliert, b) in broad-host-range Expressionsvektoren eingebracht und

schlieBlich c) auf ihren Einflu3 bei der Produktion unterschiedlicher Proteine hin untersucht.

1 Strategien zur Expression rekombinanter Proteine

Unter dem Begriff weille Biotechnologie versteht man die Anwendung von Biokatalysatoren
in verschiedenen Industriezweigen, wie der chemischen Industrie, der Nahrungs- und
Futtermittelindustrie, der Zellstoff- und Papierproduktion, sowie der Textil- und Waschmittel-
industrie (EuropaBio, 2003; Lorenz & Zinke, 2005). Beispielsweise wird in der chemischen
Industrie immer hédufiger auf biotechnologische Verfahren zurtickgegriffen, da hierdurch nicht
nur schidliche Nebenprodukte, wie liberméfige CO,-Produktion, verhindert werden konnen,

sondern auch eine Reduktion der Produktionskosten um bis zu 90 % moglich ist (Beilen & Li,
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2002). Derzeit werden bereits 5 % aller chemischen Produkte unter Verwendung
biotechnologischer Schritte erzeugt (Festel et al., 2004) und das jahrliche Wachstum an
industriell eingesetzten Enzyme wichst, je nach Industriebereich, zwischen 2 % und 25 %
(Beilen & Li, 2002). In Tabelle D-1 sind einige Enzyme sowie ihre Anwendung
zusammengefallt, die als Biokatalysatoren Einsatz in der Industrie finden. Dazu zihlen
verschiedene Enzymklassen wie Alkoholdehydrogenasen oder Penicillinacylasen, die zur
Herstellung von Chemikalien verwendet werden, aber auch Enzyme, die in der
Lebensmittelindustrie Anwendung finden, wie beispielsweise Aminopeptidasen. Nach einer
Studie der Beratungsagentur McKinsey wurde im Jahr 2003 aufgezeigt, dall sogar 60 % aller
Feinchemikalien unter Einsatz von Enzymen oder Ganzzellsystemen produziert werden
konnten (McKinsey, 2003). Anhand dieser Zahlen wird deutlich, daBB das Interesse an

Proteinen und Organismen aus der Natur immer weiter steigt.

Tabelle D-1: Auflistung diverser industriell genutzter Enzyme.
Enzyme Quelle/ Typ Anwendung
Alkoholdehydrogenase | Saccharomyces cerevisiae Herstellung optisch aktiver Chemikalien
Aminoacylase Schweinenieren Herstellung von chiralen oder racemischen
Aminosduregemischen
Aminopeptidase Lactobacillus lactis Nahrungsmittelindustrie
Histidase Achromobacter liquidum Kosmetika

Lipasen/ Esterasen

Phospholipasen, Esterasen,

Waschmittelindustrie, Molkerei,

Bacillus licheniformis

Phosphatasen Lederproduktion, Chemikalienproduktion
Penicillinacylase E. coli, chemische Synthese

Bacillus megaterium
Pepsin Rinder- oder Késeproduktion

Schweinemagen
Subtilisin Bacillus subtilis, Herstellung optisch aktiver Chemikalien

oder Pharmazeutika

Durch die Verbesserung molekularbiologischer Methoden und Technologien konnten in den
vergangenen Jahren immense Fortschritte hinsichtlich der industriellen Nutzung von
Proteinen und Naturstoffen erzielt werden. So sind inzwischen mit Hilfe sogenannter
Metagenomansitze Gene, Enzyme und bioaktive Molekiile verfiigbar, die aus bisher nicht-
kultivierbaren Mikroorganismen isoliert werden konnten (Handelsmann, 2004; Lorenz & Eck,
2005). Da das Vorkommen von Bakterien in bestimmten Habitaten enorm grof} ist, scheint
das biotechnologische Potential beinahe unerschopflich. Hierdurch konnte in den letzten
Jahren eine grofle Anzahl von Enzymen identifiziert und charakterisiert werden, die
inzwischen in industriellen Prozessen angewendet werden (Cowman et al., 2004; Elend et al.,

2006; Streit et al., 2004; Steele & Streit, 2005).
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AuBerdem sind Methoden wie Directed evolution oder Gene shuffling ectabliert, die eine
Selektion funktioneller Gene, sowie deren Mutation hin zu gewiinschten Féhigkeiten,
ermoglichen. Diese in vitro Evolutionsansitze liefern die Moglichkeit, Proteine mit
benoétigten Eigenschaften zu erzeugen und zu identifizieren (Tao & Cornish, 2002). Die
Entwicklung von Hochdurchsatz-Selektions-Technologien erlaubt dabei die Identifizierung
einzelner Gene, deren Genprodukte eine gewiinschte Reaktion mit hoher Effizienz umsetzen
konnen (Bornscheuer, 2005; Jaeger et al., 2001; Jaeger & Eggert, 2004; Lutz & Patrick,
2004).

Unter natiirlichen Bedingungen und im homologen Wirt werden diese Produkte in der Regel
nur in geringen Mengen erzeugt. Da gro3e Ausbeuten dieser Proteine erzielt werden miissen,
um in industrielle Prozesse oder als pharmazeutische Substanzen eingesetzt werden zu

konnen, muflten geeignete Expressionssysteme und -strategien entwickelt werden.

1.1  Vorteile mikrobieller Expressionssysteme

Um Proteine in industrielle Prozesse einbinden zu konnen, miissen diese in ausreichender
Menge und moglichst preisgiinstig hergestellt werden. Aus diesem Grund wurden
unterschiedlichste Expressionssysteme fiir pro- und eukaryotische Organismen entwickelt und
in vielen Féllen erfolgreich eingesetzt (Schmidt, 2004).

Wihrend das Bakterium Escherichia coli oder die Hefe Pichia pastoris im Bereich der
Grundlagenforschung bevorzugt werden, finden menschliche Zelllinien, CHO- (chinese
hamster ovary) oder BHK- (baby hamster kidney) Zellen vermehrt Anwendung in
pharmazeutischen oder industriellen Produktionsprozessen (Andersen & Krumme, 2002;
Schmidt, 2004). Der Grund dafiir liegt hauptsachlich darin begriindet, daf bei der Produktion
eukaryotischer Proteine bestimmte posttranslationale Modifikationen wie
Phosphorylierungen, Glycosylierungen oder proteolytische Prozessierungen fiir deren
biologische Aktivitdt essentiell sind. Diese kdnnen von Bakterien oder niederen Eurkaryoten
nicht oder nur bedingt durchgefiihrt werden (Gervais et al., 2003; Singh & Bhalla, 2006).
AuBerdem ist die Produktion eukaryotischer Proteine in solchen Expressionssystemen z.T.
derzeit noch giinstiger als in mikrobiellen Systemen, da z.B. nachfolgende
Riickfaltungsprozesse umgangen werden konnen (Datar et al., 1993; Farid, 2006). Jedoch hat
die Nutzung der verfiigbaren Zellsysteme hoherer Eukaryoten diverse Nachteile. Verglichen
mit Hefen oder Bakterien ist ihre Kultivierung sehr aufwendig, kostspielig und die erzielten
Produktausbeuten sind in der Regel sehr gering (Schmidt, 2004; Singh & Bhalla, 2006). So
konnten die menschlichen Proteine Collagenase IV (300 mg/ 1), Proapolipoprotein Al (80 mg/
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1) oder Apolipoprotein Al (80 mg/ 1) in Insekten- oder CHO-Zellen nur in kleinen Mengen
produziert werden (George et al., 1997; Pyle et al., 1995; Schmidt et al., 1997). Die homologe
Produktion des menschlichen Laminin in HEK-Zellen erbrachte sogar nur 1 mg des
gewiinschten Proteins pro 1 Zellkultur (Kariya et al., 2002). Auch die Produktion
monoklonaler Antikorper ist bisher nicht effektiv. Hohen Dosen wie sie gegen Krebs oder
Autoimmunkrankheiten eingesetzt werden miissen, konnen nur unter Aufwendung hoher
Kosten erzeugt werden. Daher zdhlen monoklonale Antikorper derzeit zu den teuersten
Medikamenten weltweit (ca. 35.000 $§ pro Patient und Jahr; Farid, 2006). Ein weiterer
Nachteil von Zelllinien ist, daf3 ihre Produktivitit nicht konstant ist und innerhalb kurzer Zeit
stark abnehmen kann (Hartman et al., 2006). Zusitzlich sind diese Zellsysteme anfallig
gegeniiber proteolytischem Abbau. Dadurch wird sowohl die Stabilitit der zur Expression
verwendeten Zellen als auch das produzierte Protein selber beeinflult (Ikonomou et al.,
2003).

Die meisten biotechnologisch relevanten Proteine pro- oder eukaryotischer Herkunft konnen
ohne posttranslationale Modifikationen ihre biologische Funktion erfiillen. Daher kann zur
Expression solcher rekombinanten Proteine auf mikrobielle Systeme zuriickgegriffen werden.
Diese konnen nicht nur kostengiinstiger und mit weniger Aufwand genutzt werden, sondern
auch schneller und stabiler erzeugt und eingesetzt werden (Schmidt, 2004; Graumann &
Premstaller, 2006). Vergleicht man mikrobielle Systeme wie die Hefe P. pastoris und das
Bakterium E. coli miteinander, so haben beide Vor- und Nachteile, die man bei der Wahl des
Expressionssystems abwégen mulB3. So ist die Produktion einiger eukaryotischer Proteine in
einem Hefesystem oftmals effektiver als die Expression in einem Bakterium. Beispielsweise
konnte die Lipase CALB aus der psychrophilen Hefe Candida antarctica bisher in dem
Organismus P. pastoris, aber nicht in E. coli produziert werden (Blank et al., 2006; Rotticci-
Mulder et al., 2001). Erst nach Anpassung der Signalsequenz fiir den Transport der Lipase ins
bakterielle Periplasma konnten sehr geringe Mengen aktiver Lipase CALB im heterologen
Wirt E. coli produziert werden (Blank et al., 2006). Dieses Enzym ist von besonderem
biotechnologischen Interesse, da es eine grole Anzahl unterschiedlicher Substrate umsetzen
kann (Blank et al., 2006). AuBlerdem weist es eine enorme Regio- und Stereoselektivitit
gegeniiber sekundédren Alkoholen auf (Magnusson et al., 2005). Weiter sind CALB-Varianten
verfiigbar, die fiir lange Zeit bei hohen Temperaturen aktiv bleiben, was den Einsatz in
anspruchsvollen industriellen Prozessen erlaubt (Zhang et al., 2003). Aufgrund des hohen
biotechnologischen Potentials der Lipase CALB ist es wichtig, die Expression auch in E. coli
zu ermoglichen, um beispielsweise Hochdurchsatz-Screenings durchzufithren. Auf diese

Weise kann das Verfahren von der Identifikation verbesserter CALB-Protein-Varianten bis zu
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ihrer Produktion deutlich erleichtert und verkiirzt werden (Blank et al., 2006; Zhang et al.,
2003).

1.2  Expression rekombinanter Proteine in Escherichia coli

Unter den verfligbaren Expressionssystemen zdhlt das Bakterium E. coli zu den weitaus
vielfdltigsten Expressionswirten, die man zur Expression rekombinanter Proteine einsetzen
kann (Baneyx, 1999; Jana & Deb, 2005; Serensen & Mortensen, 2005; Swartz, 2001). Kaum
ein anderer Organismus wurde genetisch besser untersucht als dieses Bakterium. Es ist in
Bezug auf Transkription, Translation und Proteinfaltung am besten verstanden, und die
Moglichkeit, sehr gute genetische Tools einsetzen zu konnen, ermoglichten die Expression
eines breiten Spektrums an pro- und eukaryotischen sowie einfachen bis komplexen Proteinen
(Graumann & Premstaller, 2006). Bei der Wahl eines geeigneten Expressionssystems konnen
in diesem Organismus Proteinausbeuten erzielt werden, die ca. 50 % des
Gesamtproteingehaltes darstellen (de Marco et al., 2005; Viitanen et al., 2003). Viele in der
Literatur beschriebene Probleme, die bei dem Einsatz von E. coli als Expressionswirt
auftreten konnen, scheinen mittlerweile gelost werden zu kdnnen. Dabei unterscheidet man
generelle Techniken, die man ausnutzen kann, um die Expression eines Zielgens zu
optimieren, und Protein-spezifische Techniken (Weickert et al., 1996).

Fiir das Bakterium E. coli wurden viele unterschiedliche Expressionsstrategien entwickelt.
Das am hiufigsten verwendete System basiert auf der Nutzung der T7-RNA-Polymerase aus
dem Bakteriophagen T7 (Serensen & Mortensen, 2005). Dieses System ist nicht nur fiir
E. coli, sondern auch fiir eine Vielzahl weiterer Gram-negativer Bakterien beschrieben, wie
Pseudomonas aeruginosa, Rhodobacter capsulatus oder Pseudomonas putida (Brunschwig &
Darzins, 1992; Drepper et al., 2005; Herrero et al., 1993). Durch die Verwendung der T7-
RNA-Polymerase konnen grofle Mengen des rekombinanten Proteins exprimiert werden.
Gleichzeitig sind T7-Expressionssysteme strikt regulierbar, da die unter Kontrolle des T7-
Promotors stehenden Zielgene nicht von bakteriellen Polymerasen abgelesen werden kénnen
(Studier & Moffat, 1986). Zur heterologen Expression von Proteinen in E. coli wird in der
Regel der Stamm BL21(DE3) verwendet, der das Gen fiir die T7-RNA-Polymerase mit Hilfe
des rekombinanten Bakteriophagen DE3 in das bakterielle Chromosom integriert hat (Studier
& Moffat, 1986). Hierzu gibt es, je nach Anspruch des jeweiligen Zielproteins, auch
alternative Expressionsstimme. Bei der Expression vieler eukaryotischer Proteine ist die
Ausbildung von Disulfidbriicken fiir die Stabilitét des Proteins von Bedeutung. Da Proteine

im Cytoplasma von E. coli natiirlicherweise in ihrem reduzierten Zustand gehalten werden, ist
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die Ausbildung solcher Bindungen im Zellinnern des Stammes BL21(DE3) nicht moglich.
Die dafiir verantwortlichen Enzyme sind das Thioredoxin/ Thioredoxin-Reduktase-System
(Russel, 1995; Carmen-Harlel & Storz, 2000) bzw. das Glutaredoxin/ Glutaredoxin-
Reduktase-System (Aslund et al., 1994; Carmel-Harel & Storz, 2000). Verwendet man fiir die
Expression von Proteinen, die auf die Ausbildung von Disulfidbriicken angewiesen sind,
einen E. coli Expressionsstamm, in dem diese Systeme ausgeschaltet sind (z.B. E. coli
Origami (DE3)), eignet sich dieses Bakterium wiederum als Expressionswirt. In weiteren
Derivaten des Stammes BL21(DE3) wird die Produktion von Proteinen, die zur Ausbildung
von Inclusion bodies neigen (C41 (DE3)), bzw. die Herstellung von Membranproteinen (C43
(DE3)) ermoglicht (Serensen & Mortensen, 2005).

Mit der Konstruktion von pET-Vektoren (Studier, 1991) wird die Vielseitigkeit der T7-
Expression in E. coli noch erweitert. So sind mittlerweile mehr als 40 unterschiedliche pET-
Vektoren verfiigbar, die verschiedene Promotoren, Multiple cloning sites (MCS) und unter-
schiedliche Fusionen (Tags) am N- aber auch C-Terminus des Zielproteins ermoglichen.
Weiter sind diverse Sequenzen auf den verschiedenen pET-Vektoren enthalten, die fiir
Protease-Erkennungsstellen codieren, um das Zielprotein spiter vom angebrachten Tag
trennen zu konnen. Somit konnen filir unterschiedlichste Expressionszwecke Vektoren
eingesetzt werden, die die Expression und ggf. die spitere Aufreinigung eines Zielgens
ermoglichen  (Serensen &  Mortensen, 2005). Neben der Kopienzahl des
Expressionsplasmides sind auch das auf dem Plasmid verwendete Antibiotikaresistenzgen
variierbar oder auch unterschiedlich starke Promotoren verfiigbar (Weickert et al., 1996).

Die Expression toxischer Produkte stellt ein Problem bei der Erzeugung rekombinanter
Proteine dar, da ihre Expression zur Instabilitit von Expressionsplasmiden oder zum
Absterben der Zellen fiihren kann. Auch hier konnten Loésungen gefunden werden, wodurch
die Produktion solcher Proteine mdglich wird. Um eine hohe Proteinausbeute zu erzielen, ist
es vor allem wichtig, einen Expressionsvektor zu verwenden, der hohe Kopienzahlen und eine
strikte Regulation der Genexpression ermdglicht. Dadurch soll ein schnelles Zellwachstum
bis zu einer hohen Zelldichte ermdglicht werden, bevor die Expression des toxischen
Genproduktes induziert wird (Jana & Deb, 2005; Serensen & Mortensen, 2005). Hierfiir
wurden diverse induzierbare Promotoren wie tac-, lac-, oder trc-Promotoren entwickelt, die
durch Zugabe von IPTG induziert werden konnen. Erst dann kann die Expression des
Zielgens stattfinden (Makrides, 1996; Menzella et al., 2003). Auch die Expression der T7-
RNA-Polymerase wird durch Zugabe des Induktors Laktose bzw. IPTG ermdoglicht, da sie
tiber den Promotor lacUV5 reguliert wird (Studier et al., 1990). Trotzdem kann es zu einer

schwachen basalen Expression dieser Polymerase kommen, so daB3 toxische Produkte schon
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frith in den Zellen akkumulieren und somit die Ausbeute rekombinanten Proteins sehr gering
ausfallen kann. Dieser basalen T7-Expression kann entgegengewirkt werden, indem man den
natiirlichen Inhibitor der T7-RNA-Polymerase coexprimiert, das T7-Lysozym. Dieses ist auf
zwei unterschiedlichen Plasmiden verfiigbar (pLysS bzw. pLysE), die ebenfalls in den
Expressionsstamm eingebracht werden konnen. Dadurch kann die basale Expression der
Polymerase und somit die Expression des Zielproteins unterbunden werden (Studier, 1991).

Eines der hdufigsten Probleme bei der Produktion rekombinanter Proteine ist die Bildung von
unloslichen Aggregaten, sogenannten Inclusion bodies. Diese konnen durch viele
unterschiedliche Griinde verursacht werden. Dazu zdhlen beispielsweise zu hohe
Konzentrationen des Zielproteins in der Zelle, langsame Faltungsprozesse oder Fehlfaltungen

bzw. geringe Stabilitdt von Proteinen (Baneyx & Mujacic, 2004).

1.3  Konstruktion einer Chaperon-Genexpressionsbank

In verschiedenen Studien der letzten Jahre konnte gezeigt werden, daB die Uberexpression
von Chaperon- oder Faltungskatalysatorgenen eine offensichtliche Losung fiir das Problem
der Bildung von Inclusion bodies bei der Produktion rekombinanter Proteine darstellt
(Schlieker et al., 2002). Hierbei wurden in der Regel solche Faltungshelferproteine gewihlt,
die aus dem Bakterium E. coli stammen und zu den wichtigsten Vertretern dieser
Proteingruppe zéhlen. Bereits im Jahre 1989 gelang es Goloubinoff et al. die Loslichkeit des
oligomeren Proteins Rubisco in E. coli durch Coexpression der groELS-Gene zu erhohen.
Doch nicht nur die Loslichkeit von Proteinen kann durch die Konzentrationserhohung
molekularer Chaperone verbessert werden, sondern auch die Gesamtausbeute von Proteinen,
was z.B. fiir die humane Procollagenase gezeigt werden konnte (Lee & Olins, 1992).

Bisher sind Coexpressionen von Zielprotein und Faltungshelfern trial-and-error Versuche, da
nicht vorhergesagt werden kann, ob die Expression des gewéhlten Chaperongens die
Produktion eines Zielproteins positiv beeinflussen kann. Oftmals fiihrt die Uberproduktion
von Chaperonen auch dazu, dafl das Zielprotein leichter an Proteasen vermittelt und von
diesen abgebaut werden kann (Hoffmann & Rinas, 2004), wodurch die Ausbeute gering
ausfillt. In anderen Fillen konnte kein Einflul der coexprimierten Chaperongene auf die
Synthese des rekombinanten Proteins festgestellt werden (Thomas et al., 1997). Daher ist es
sinnvoll, eine generelle Strategiec zu entwickeln, die es erlaubt, mdglichst viele
Falungshelfergene auf ihren EinfluB bei der Erzeugung des jeweiligen Proteins zu
untersuchen.

Aus diesem Grunde wurde im Rahmen dieser Arbeit eine umfassende Plasmidbank
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konstruiert, die eine Vielzahl einzelner Faltungshelfer und Chaperonsysteme enthélt.
Zusétzlich wurden auch Plasmide erzeugt, die randomisierte Kombinationen aus jeweils drei
Faltungshelfergenen enthalten. Diese Plasmide sind von besonderer Bedeutung, da Chaperone
und Faltungskatalysatoren sukzessive wirken und meistens nicht nur eines dieser Proteine mit
einem Faltungsintermediat interagiert. Diese Plasmide erlauben also eine simultane
Uberproduktion mehrerer Faltungshelfer, die unterschiedliche limitierende Schritte im
Faltungsprozel} des Zielproteins beheben konnen.

Fir die Genexpressionsbank wurden Faltungsmodulatorgene aus dem Gram-negativen
Bakterium P. aeruginosa isoliert. Die Wahl fiel auf diesen Organismus, da es ein duferst
vielseitiges Bakterium ist, das beinahe iiberall und unter extremen Bedingungen iiberleben
kann. So kann P. aeruginosa im Wasser, im Boden, in Pflanzen und in Tieren sowie bei
Temperaturen von 5°C  bis 43°C wachsen und nahezu wunter schlechtesten
Nihrstoffbedingungen iiberleben (Hof et al., 2000; Madigan et al., 2000; Palleroni, 1993;
Smith & Iglewski, 2003). Diesbeziiglich weist P. aeruginosa ecinen bedeutenden Vorteil
gegeniiber anderen mikrobiellen Organismen auf, die in der Regel ausschlieflich unter
konstanten Lebensbedingungen existieren konnen. Hierzu zdhlt beispielsweise das
Enterobakterium E. coli, welches natiirlicherweise im menschlichen Darm zu finden ist und
nur bei moderaten Temperaturen iiberleben kann. AuBerdem besitzt P. aeruginosa ecin 6,3
Mbp grofles Genom mit ca. 5.470 vorhergesagten Genen (Stover et al., 2000), wihrend es in
E. coli beispielsweise nur ca. 4.400 Gene sind. Diese erlauben dem Bakterium durch
komplexe Regulationsmechanismen die schnelle Anpassung an die jeweiligen
Lebensbedingungen (Goodman & Lory, 2004). Uberraschenderweise konnte in diesem
Bakterium eine zu anderen Bakterien, wie E. coli, vergleichbare Anzahl von Genen
identifiziert werden, deren Genprodukte an der Proteinfaltung beteiligt sind. Da eine deutlich
groBBere Anzahl von Polypeptiden durch dieses Set an Faltungshelfern tiberwacht werden muf3,
wird angenommen, dall diese Proteine aus P. aeruginosa ein breiteres Substratspektrum
aufweisen als beispielsweise Faltungsmodulatoren aus E. coli.

Neben den Vorteilen, die zu der Wahl der Chaperone und Faltungskatalysatoren aus dem
Bakterium P. aeruginosa gefiihrt haben, gibt es einen weiteren Grund, der fiir die
Verwendung von Faltungshelfern aus einem prokaryotischen Organismus sprechen. Neben
vielen Spezialisierungen weisen die Netzwerke, die in pro- und eukaryotischen Organismen
zur Kontrolle der Proteinfaltung etabliert sind, viele Ubereinstimmungen hinsichtlich der
vorhandenen Chaperongruppen und Faltungskatalysatoren auf (Bukau et al., 2006; Carrascosa
et al.,, 2001; Martin-Benito et al., 2004). Da die konstruierte Chaperon-Toolbox bei

Coexpressionsversuchen in Bakterien eingesetzt werden sollte, um sowohl Proteine pro- als
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auch Proteine eukaryotischer Herkunft zu synthetisieren, schien es sinnvoll Faltungshelfer aus
einem Bakterium zu wihlen. Diese sollten in dem jeweiligen Expressionsstamm zum einen
besser synthetisiert werden konnen als Faltungsmodulatoren aus einem eukaryotischen
Organismus, und zum anderen fiir die korrekte Faltung sdmtlicher Zielproteine einsetzbar
sein. Fiir einige Faltungshelfergene aus P. aeruginosa konnte im Rahmen dieser Arbeit
gezeigt werden, daf sie im heterologen Expressionswirt E. coli problemlos exprimiert werden
konnen.

Die Gene, die fiir die Faltungsmodulatoren codieren, wurden unter die Kontrolle eines tac-
bzw. lac-Promotors gestellt, um, ebenso wie das Zielprotein, erst bei Erreichen einer
ausreichend hohen Zelldichte die Expression zu induzieren. Dies ist enorm wichtig, da durch
die Uberexpression von Faltungshelfern mdglicherweise der Zellstoffwechsel iiberlastet wird,
was die Inhibierung des Zellwachstums zur Folge haben kann (Ashiuchi et al., 1995;
Nishihara et al., 1998). In diesem Fall besteht die Mdoglichkeit, dal die Kapazitdt der
Produktion des rekombinanten Proteins herabgesetzt wird und die Ausbeute des gewiinschten
Proteins niedrig ausfallt.

Eine weitere Besonderheit dieser Genexpressionsbank besteht darin, dafl sie nicht nur in
verschiedenen Expressionsstimmen des Bakteriums E. coli, sondern in vielen weiteren Gram-
negativen Organismen etabliert werden kann. Dies hat den Vorteil, da3 alternative bakterielle
Expressionsstimme gewahlt werden kdnnen, wie beispielsweise P. putida oder R. capsulatus,
die sich moglicherweise besser zur Erzeugung des Zielproteins eignen.

Durch die erfolgreiche Konstruktion der Genexpressionsbank, in der 47 einzelne
Chaperonsysteme und 42 Kombinationen aus Faltungshelfern vorliegen (s. Tab. C-6, ,,pEXP-
einzeln® bzw. Tab. C-7: ,Auflistung der erzeugten Multisite-Expressionsplasmide®), wird
erstmals ermoglicht, ein breites Spektrum von Faltungsmodulatoren systematisch mit
verschiedenen Zielproteinen in unterschiedlichen Gram-negativen Expressionswirten zu
produzieren. Ferner steht eine grole Anzahl weiterer Plasmide zur Verfiigung, welche die
Erweiterung der Toolbox um neue Kombinationen von Faltungsmodulatoren erlaubt. Dazu
konnen sdmtliche ,,pENTR-Plasmide” (s. Tab. C-6; ,pENTR, pENTR-3’, pENTR-5’*)
verwendet werden, die ebenfalls in dieser Arbeit konstruiert werden konnten. Mit Hilfe dieser
Plasmide konnen rein rechnerisch mehr als 40.000 weitere Kombinationen erzeugt werden.
Dazu miissen Rekombinationsreaktionen unter Anwendung des ,,MultiSite Gateway ™ Three-
Fragment Vector Construction Kit*“ der Firma Invitrogen mit den Plasmiden durchgefiihrt
werden, welche die gewiinschten Faltungshelfergene tragen. Dabei muf} allerdings bedacht
werden, dal die vom Hersteller angegebene hohe Ausbeute bei weitem nicht erzielt wurde. So

konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dal} trotz der nach Angaben des Herstellers
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optimalen Rekombinationsbedingungen (Verhiltnis der eingesetzten Plasmide zueinander;
Inkubationszeit; Inkubationstemperatur, u.v.m.), weniger als 10 % der Reaktionen erfolgreich
waren.

Ein weiterer Vorteil, den die verfligbare Plasmidbank liefert, ist die Anwendung in
Hochdurchsatz-Selektions-Verfahren. Dadurch kdnnen Faltungshelfer bzw. Kombinationen
aus Faltungsmodulatoren identifiziert werden, welche die Produktion ldslichen, aktiven
Zielproteins verbessern konnen. Wenn es fiir das Zielprotein einen geeigneten Nachweis gibt,
kann auf diese Weise schnell und einfach untersucht werden, ob die Herstellung dieses
Proteins durch die Coexpression von Chaperon- oder Faltungskatalysatorgenen positiv
beeinflult werden kann. Der Expressionsstamm, der daraufhin die hochste Aktivitdt des
Zielproteins aufweist, kann auf den Besitz des vorliegenden Faltungsmodulators bzw. der
vorhandenen Kombination aus Chaperonen und Foldasen untersucht werden. So kdnnen die
molekularen Chaperone und/ oder Faltungskatalysatoren spezifisch coproduziert und die
Ausbeute des Zielproteins auch in groBerem Mallstab verbessert werden.

Da P. aeruginosa ein humanpathogener Organismus ist, wird die Anwendung der bisher in
der Toolbox vorliegenden Gene nicht in der Produktion pharmazeutischer Substanzen
verwendet werden konnen. Fiir diesen Fall kann aber die bendtigte Kombination aus
Chaperongenen aus einem nicht-pathogenen Organismus isoliert, kloniert und getestet
werden. Fiihrt die Coproduktion auch mit diesen Proteinen zu einer deutlichen Steigerung der

Ausbeute, konnen sie in den industriellen Prozel3 eingebunden werden.

2 Einfluf} einzelner Chaperone und Faltungskatalysatoren auf die

Produktion biotechnologisch relevanter Proteine

Das Uberleben von Zellen ist grundsitzlich von einer optimalen Proteinfaltung abhiingig.
Daher besitzen Organismen sdmtlicher Lebensreiche komplexe Netzwerke aus molekularen
Chaperonen, welche bei der Faltung von Proteinen assistieren, Proteasen, die fehlgefaltete
Peptidstrange abbauen, und Faltungskatalysatoren, welche die Proteinfaltung in vivo
zusitzlich unterstiitzen (Horwich et al., 1999; Bukau et al., 2000). Auch die Produktion von
biotechnologisch relevanten Proteinen fiihrt in vielen Fillen zu Problemen bei der
Proteinfaltung und daher zur Ausbildung von Inclusion bodies oder zur Degradation des
Zielproteins (Georgiou & Valax, 1996; Hannig & Makrides, 1998). Diese Prozesse werden
von unterschiedlichen Faktoren beeintrichtigt, zu denen die Temperatur, die Viskositit, die

Faltungsumgebung, die Expressionsrate oder die zelluldre Konzentration von Proteinen bzw.
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Proteinintermediaten zdhlen.

2.1  Inclusion bodies — Probleme und Nutzen in der Biotechnologie

Die Synthese von Proteinen in heterologen Wirten ist oftmals nicht sehr effektiv und die
gewiinschte Ausbeute aktiven, loslichen Proteins wird nicht erzielt.

In den meisten Fillen akkumulieren die erzeugten Produkte in nicht-nativer Form als dicht
gepackte Partikel, sogenannte Inclusion bodies. Diese Partikel weisen sehr stabile Strukturen
auf, die hauptsdachlich durch hydrophobe Interaktionen zwischen Faltungsintermediaten des
rekombinanten Proteins vermittelt werden (Carrio et al., 2000). Sie entstehen, wenn es zu
einer Storung des Gleichgewichtes zwischen Proteinsynthese, -faltung und -aggregation
kommt. Mittlerweile sind unterschiedliche Methoden bekannt, die die Bildung dieser
Proteinaggregate reduzieren kdnnen (Baneyx, 1999; Baneyx & Mujacic, 2004; Fahnert et al.,
2004). Dennoch ist der optimale Prozel3 fiir ein spezifisches Produkt immer noch nicht
vorhersagbar, da die Synthese und Faltung des Zielproteins durch eine grofle Anzahl
verschiedener zelluldrer und umweltbedingter Faktoren beeinflufit wird. Zusétzlich nimmt die
Optimierung der Produktion eines Zielproteins hédufig viel Zeit in Anspruch, liefert dann aber
oftmals nicht die benotigte hohe Ausbeute. Ein systematischer Vergleich unterschiedlicher
Expressionsmethoden oder -bedingungen bleibt daher unerldBlich (de Marco et al., 2005).

In vielen Féllen wird die Bildung von Inclusion bodies in der Wissenschaft oder Industrie
dazu genutzt, grole Mengen eines bestimmten Proteins zu erzielen. Obwohl Proteinaggregate
solubilisiert und renaturiert werden miissen, liegen in der Produktion von Proteinen in Form
von Inclusion bodies einige Vorteile: a) hohe Expressionsausbeuten sind moglich, b) das
Zielprotein ist vor proteolytischem Abbau geschiitzt, c) das Produkt kann in einem sehr reinen
Zustand vorliegen und d) es ist durch Zellaufschlu8 und Zentrifugationsschritte leicht zu
isolieren (Carrio & Villaverde, 2002; Fahnert et al., 2004; Graumann & Premstaller, 2006).
Wenn nachfolgende Prozesse verfiigbar sind, die eine Solubilisierung und Renaturierung des
gewlinschten Proteins erlauben, werden die oft sehr zeit- und kostenaufwendigen Prozesse in
Kauf genommen, um ausreichende Proteinausbeuten zu erhalten. In der Industrie kann so eine
Vielzahl humaner therapeutischer Proteine produziert und fiir die Herstellung wichtiger
Pharmazeutika verwendet werden (Schmidt, 2004; Graumann & Premstaller, 2006). Darunter
befinden sich beispielsweise die folgenden industriell genutzten Produkte: das humane
Parathyroid Hormon (Suzuki et al., 1998), das HGH (human growth hormone; Panda, 2003)
oder das Interferon a2b (Valente et al., 2006). In der Regel sind notwendige

Renaturierungsprozesse mit hohen Verlusten des erzeugten Produktes verbunden. Dabei
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zdhlen Ausbeuten, die im Bereich zwischen 40-50 % liegen, zu den erfolgreichen Prozessen
(Fahnert et al., 2004; Srivastava et al., 2005).

Wenn es daher die Moglichkeit gibt, die Produktion von Inclusion bodies zu reduzieren oder
ganz zu unterbinden und dennoch ausreichende Produktmengen zu erhalten, bedeutet dies
einen immensen Kosten- und Zeitgewinn. AuBlerdem ist die Erhohung 16slicher
Proteinausbeute besonders bei solchen Enzymen wichtig, die durch Denaturierungs- und
Renaturierungsschritte ihre biologisch aktive Konformation nicht wiedererlangen konnen
(Georgiou & Valax, 1996). Daher ist es von besonderem Interesse, Strategien zu entwickeln,
mit deren Hilfe die Ausbildung von Proteinaggregaten umgangen und das gewiinschte

Produkt in 16slicher und aktiver Form hergestellt werden kann.

2.2  EinfluBl molekularer Chaperone auf die Bildung von Inclusion bodies

Durch die Synthese eines rekombinanten Proteins, das dazu neigt, zu akkumulieren, wird eine
Zellantwort induziert, die beispielsweise auch nach einem Hitzeschock beobachtet werden
kann. Dabei stellt das vermehrte Vorkommen nicht-nativer Proteine ein entsprechendes
Signal fiir die Zelle dar. Darauthin werden Proteine bereitgestellt, die der Bildung nicht
funktioneller Proteine entgegenwirken. Unter Hitzeschock verstirkt synthetisierte Proteine
sind vor allem molekulare Chaperone, deren Gene unter der Kontrolle des Sigmafaktors ¢
stehen (Bukau & Horwich, 1998). Voriibergehend und sehr schnell kann so die Konzentration
von Hsp70-Proteinen (DnaKJ und GrpE) und Hsp60-Proteinen (GroELS), aber auch von
Proteasen, wie Lon oder ClpP, erhoht werden. Letztere konnen zur Degradation eines Proteins
fiihren, weshalb bei der Expression heterologer Gene hauptsdchlich mit Protease-defizienten
Stimmen gearbeitet wird. Unter natiirlichen Bedingungen stellen ca. 10-20 % aller Proteine
einer Zelle Substrate von den Chaperonsystemen DnaKJ oder GroELS dar. Diese Zahl steigt
nach einem Hitzeschock auf ca. 30 % an (Deuerling et al., 1999).

Bei der Aufreinigung von Inclusion bodies aus Bakterienzellen konnten zusétzlich solche
molekularen Chaperone isoliert werden, die an diesen Proteinpartikeln assoziiert waren. Dazu
zdhlen vor allem die Proteine IbpA/B, ClpB, aber auch die generellen Chaperone DnaK oder
GroEL (Carrio & Villaverde, 2002; Georgiou & Valax, 1996; Tomoyasu et al., 2001).

Die Gene, die fiir diese Proteine codieren, werden also unter StreBbedingungen verstirkt
exprimiert, so dafl ihre Konzentration z.B. nach einem Hitzeschock deutlich zunimmt.
Induziert man diese Gene in einer Uberexpressionskultur durch kurzzeitige Inkubation bei
hohen Temperaturen (ca. 42°C), fiihrt dies allerdings nicht zwingend zu einer Verbesserung

der Proteinausbeute. Grund dafiir ist, dal sich Hitzeschocktemperaturen moglicherweise

95



DISKUSSION

verstirkt in einem negativen Effekt, bezogen auf die Stabilitit und Faltung des rekombinanten
Proteins, auswirken (Gur et al., 2002; de Marco et al., 2005). Daher stellt die Coexpression
von Faltungsmodulatorgenen, die auf Plasmiden vorliegen, die bessere Alternative dar. Dazu
wurden in den unterschiedlichen Anwendungen vor allem Gene gut untersuchter
Chaperonsysteme aus E. coli verwendet. Diese wurden mit verschiedenen Zielproteinen
coproduziert, deren Synthese problematisch war. Durch die Coexpression von groELS-Genen
konnte unter anderem ein 160 kDa grof3es neuronales Protein aus der Ratte (nNOS; neuronal
nitric oxide synthase) heterolog in E. coli erzeugt werden. Die Ausbeute an aktivem Protein
lag in dem gewihlten E. coli Expressionsstamm bei ca. 20 mg/ 1, wohingegen die Expression
in humanen Zellen zu einer Ausbeute von weniger als 1 mg/ 1 fiihrte (Roman et al., 1995).
Auch die Erhohung der Konzentration des Chaperonsystems DnaKJ in
Uberexpressionskulturen konnte in vielen Fillen zu einer Verbesserung der Produktion eines
Zielproteins fithren (Hoffmann & Rinas, 2004).

Ein wichtiger Aspekt bei der Bildung von Inclusion bodies sind auch Reaktionsschritte, die
Geschwindigkeit bestimmend sind. Solche Faltungsvorginge sind beispielsweise die
Oxidation von Cysteinen, was durch Dsb-Proteine vermittelt wird, aber auch durch PPlasen
katalysierte Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerisierungen (Jaenicke, 1998). Diese Proteine
wurden im Bezug auf Coexpressionsversuche bisher selten in Betracht gezogen.

Zu dieser Enzymgruppe zéhlt auch das Protein Triggerfaktor (Tig). Dieser
Faltungskatalysator ist natiirlicherweise dafiir verantwortlich, direkt nach Bildung eines
Polypeptidstranges am Ribosom mit diesem zu interagieren, und ihn so vor proteolytischem
Abbau oder vor Aggregationsprozessen zu schiitzen (Baneyx & Mujacic, 2004; Deuerling et
al., 2003). Durch die Coexpression des tig-Gens konnte beispiclsweise das aus der Maus
stammende Protein Endostatin davor bewahrt werden, in Form von Inclusion bodies zu

akkumulieren (Nishihara et al., 2000).

2.3  [Einsatz einzelner Faltungsmodulatoren aus P. aeruginosa bei der

Produktion rekombinanter Proteine

In vorausgegangen Untersuchungen konnte durch die Coexpression géngiger molekularer
Chaperone oftmals eine Verbesserung der Produktivitit bei der Synthese rekombinanter
Proteine erzielt werden. Dennoch konnte nicht immer ein positiver Einflu3 solcher Proteine
auf die Ausbeute von Zielproteinen festgestellt werden. Der EinfluB eines molekularen
Chaperons auf ein Zielprotein ist bislang nicht vorhersagbar und muB3 daher fiir jedes

Zielprotein neu empirisch getestet werden (Nishihara et al., 2000). Daher wurde im Rahmen
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dieser Arbeit eine Coexpressionsbank erzeugt, in der 47 Plasmide mit Genen einzelner
Faltungsmodulatoren aus dem Bakterium P. aeruginosa vorliegen. Darunter befinden sich
sowohl sdamtliche wichtigen Chaperonsysteme, aber auch weniger gut charakterisierte
molekulare Chaperone. Weiter sind in dieser Protein-Faltungs-Toolbox Faltungskatalysatoren
enthalten, die zu den Dsb-Proteinen oder den PPlasen zdhlen. Diese Faltungshelfer konnten in
Coexpressionsversuchen mit verschiedenen Proteinen biotechnologischer Relevanz untersucht
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten einige Chaperone und Faltungskatalysatoren die Ausbeute
16slichen Proteins erhohen, was sowohl bei den untersuchten Hydrolasen, als auch bei dem
Faltungsreporter GFP zu moderaten Verbesserungen gefiihrt hat. Anders als erwartet, fiihrte
die Erhohung der Konzentration des Chaperonsystems DnaKJ bei allen Untersuchungen dazu,
daf} keine Proteinaktivitdt gemessen und kein Zielprotein detektiert werden konnte.

Daher wurde zundchst vermutet, daB durch die Expression der P. aeruginosa-Gene im
heterologen Organismus E. coli Chaperonkomplexe aus heteromeren Untereinheiten gebildet
wurden. Diese konnten moglicherweise nicht die eigentliche Funktion erfiillen, so daB3 sie
indirekt die Produktion des Zielproteins unterbinden konnen. Da dieser negative Effekt
allerdings auch im homologen hypersekretierenden P. aeruginosa Stamm PAH11 beobachtet
werden konnte, scheint dieser Einflufl nicht aus dem Vorhandensein funktionsloser DnaKJ-
Heteromere zu resultieren.

In anderen Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, daf3 die Steigerung der Konzentration von
DnaK- und/ oder DnalJ-Protein dazu fiihrte, da3 die Zellteilung gestort war und Plasmide nicht
mehr stabil in der Wirtszelle etabliert werden konnten (Blum et al., 1992). Weiterhin wurde
gezeigt, daB diese Proteine auch das Uberleben der Wirtszellen generell stéren konnen und
den Stoffwechsel dieser Zellen iiberlasten (Al-Herran & Ashraf, 1998). Auf diese Weise
scheint die Coexpression der Gene dnaK und dnaJ auch auf die verwendeten
Expressionsstimme und somit auf die Ausbeute der jeweiligen Zielproteine gewirkt zu haben.
Damit dieses Chaperonsystem seine vorbestimmte Funktion korrekt ausiiben kann, ist
anscheinend ein definiertes Gleichgewicht der Proteine notig. Wird dieses gestort oder liegen
die Proteine DnaK und Dnal in der Zelle in einer zu hohen Konzentration vor, kénnen sie die
Synthese der natiirlichen Substrate oder die Produktion eines rekombinanten Gens nicht mehr
unterstiitzen. Die Konsequenz in den durchgefiihrten Coexpressionsversuchen war also, daf3
kein Zielprotein erzeugt werden konnte. Entweder, weil das entsprechende
Expressionsplasmid nicht mehr in dem E. coli Stamm repliziert, oder, weil der
Zellstoffwechsel durch ungiinstige Mengen DnaKJ-Proteins stark eingeschridnkt wurde.

Zuséatzlich konnte in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden, dafl die Erhohung der
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Konzentration von Chaperonen bei Uberexpressionen dazu fithren kann, daB das Zielprotein
leichter der Degradationsmaschinerie zugefiihrt wird (Hoffmann & Rinas, 2004; Thomas et
al., 1997). Moglicherweise fiihrte die Coexpression des Chaperonsystems DnaKJ also dazu,
daB die verschiedenen Zielproteine direkt an Proteasen weitergeleitet und von diesen abgebaut
wurden.

Ein weiteres interessantes Phanomen bei der Anwendung der Faltungs-Toolbox, die einzelne
Faltungshelfersysteme enthielt, war, da3 sie die Produktion des Zielproteins abhéngig vom
rekombinanten Protein unterschiedlich stark beeinflussen konnten. So konnten bei der
Synthese der Alkoholdehydrogenasen aus den Stimmen Rhodococcus erythropolis und
Rhodococcus ruber deutlich mehr unterschiedliche Chaperone Einflu3 auf die Produktion
aktiven Proteins nehmen, als z.B. bei den getesteten Hydrolasen. Fiir ein eukaryotisches
ADH-Protein konnte kiirzlich in vitro gezeigt werden, dal es durch die Zugabe von
Chaperonen stabilisiert werden konnte. So blieb die Aktivitit des ADH-Proteins bei hohen
aber auch niedrigen Temperaturen iiber einen lingeren Zeitraum deutlich hoher, als wenn kein
Chaperon vorhanden war (Kohda et al., 2006). Bei der Untersuchung der Produktion der
beiden ADH-Proteine konnten in dieser Arbeit verschiedene Chaperone identifiziert werden,
die zu einer deutlichen Verbesserung der Akkumulation aktiven ADH-Proteins gefiihrt haben
(u.a. HslU oder Yrfl). Zusétzlich konnte fiir beide ADH-Proteine eine signifikante Steigerung
der Enzymaktivitdt detektiert werden, wenn das molekulare Chaperon CsaA in den Zellen
vorlag.

Das in P. aeruginosa identifizierte CsaA-Protein weist Ahnlichkeit zu dem molekularen
Chaperon CsaA aus dem Gram-positiven Bakterium Bacillus subtilis auf. Auch in dem
Organismus Thermus thermohilus konnte ein vergleichbares Protein beschrieben werden, das
als Homodimer aktiv ist und dessen Struktur gelost werden konnte (Kawaguchi et al., 2001).
Dennoch ist noch wenig {iber dieses molekulare Chaperon bekannt. Die meisten
Untersuchungen zur Charakterisierung des CsaA-Proteins wurden in B. subtilis durchgefiihrt.
Dabei wurde festgestellt, dal dieses Protein daran beteiligt ist, andere Proteine in einem
translokationsfahigen Zustand zu halten (Linde et al., 2003). AuBlerdem konnte gezeigt
werden, da die Expression des csaA-Gens in verschiedenen E. coli Chaperonmutanten,
beispielsweise mit Mutationen in den Genen dnaK, groEL oder grpE, Wuchsdefizite
wiederherstellen und auBlerdem in vitro Hitze-denaturierte Luciferase aus Glithwiirmchen
reaktivieren konnte (Miiller et al., 2000). Weiter konnte festgestellt werden, dall das CsaA-
Protein in der Lage ist, die Akkumulation der Luciferase in vivo zu unterbinden (Miiller et al.,
2000), was die Funktion des CsaA-Proteins als molekulares Chaperon zusitzlich bestétigt hat.

Um Proteine in einem translokationskompetenten Zustand zu halten, miissen die Zielproteine
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von dem jeweiligen molekularen Chaperon gebunden werden. Dadurch werden die
Zielproteine vor Akkumulationsprozessen oder proteolytischem Abbau geschiitzt.
Wahrscheinlich ist auch die Erhéhung der Synthese aktiven ADH-Proteins auf einen solchen
Mechanismus zuriickzufithren. Fiir beide Alkoholdehydrogenasen aus den Rhodoccus
Stdmmen ist bekannt, daf} sie als Homotetramer aktiv sind und so die Umsetzung zahlreicher
Ketoverbindungen katalysieren konnen (Abokitse & Hummel, 2003; Goldberg et al., 2006).
Daher ist es denkbar, daB das molekulare Chaperon CsaA durch direkten Einflul zur
Stabilisierung des ADH-Proteins beitrdgt und die Ausbildung aktiver ADH-Komplexe auf
diese Weise verbessert.

Die erhaltenen Ergebnisse machen deutlich, dafl die Coexpression von Faltungshelfergenen
nicht immer gleich gut auf die Produktion eines Zielproteins wirkt. Zusétzlich zeigen die im
Rahmen dieses Projektes erhaltenen Ergebnisse, daf3 es sich auch lohnt, solche Chaperone auf
ihren Einflu3 bei der Herstellung eines Proteins zu untersuchen, die nicht zu den am besten
untersuchten gehoren. Deshalb ist es wichtig, neben den essentiellen Chaperonsystemen wie
DnaKlJ oder GroELS auch solche Chaperone auf ihren EinfluB auf das Zielprotein hin zu
testen, die bisher kaum charakterisiert sind. Dazu zdhlt beispielsweise das molekulare
Chaperon CsaA, das bei der Produktion von ADH-Proteinen aus verschiedenen Rhodococcus

Spezies die deutlichste Steigerung aktiven Proteins ermoglichte.

3 Kombinationen von Faltungsmodulatoren verbessern die Ausbeute

aktiven Proteins in Uberexpressionsversuchen

Aus Untersuchungen der Faltungsprozesse von Proteinen ist bekannt, da Chaperone und
Faltungskatalysatoren sukzessive wirken konnen. Proteine, die sich in einer nicht-nativen
Konformation befinden, miissen demnach zum Teil von einem Chaperonsystem an ein
anderes weitergeleitet werden, bevor das Protein in der endgiiltigen Konformation vorliegt
(Fahnert et al., 2004). Daher ist der EinfluB von einem einzelnen Chaperonsystem oftmals
nicht ausreichend, um den gewiinschten Effekt zu erzielen und die Ausbeute aktiven,

16slichen Proteins zu verbessern.

3.1 Einsatz von Chaperonkombinationen in Uberexpressionsansitzen

Immer wieder wurden einzelne Plasmide erzeugt, auf denen Gene enthalten waren, die

mehrere molekulare Chaperongene oder Faltungskatalysatorgene enthielten. Das
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umfassendste Set mit Plasmiden wird von der Firma TaKaRa aus Japan vertrieben. Darin wird
eine Coexpression der Gene grpEdnaKJ, groELS bzw. tig ermdglicht (www.takara-bio.co.jp).
Zusitzlich konnen Kombinationen aus den beiden Chaperonsystemen DnaKJ und GroELS
bzw. aus GroELS und dem Triggerfaktor verwendet werden. Darin sind erneut nur die
gingigen und essentiellen Chaperonsysteme enthalten. In vielen Versuchen brachte die
Expression dieser Proteine bei der Synthese problematischer Zielproteine aber nicht den
gewiinschten Erfolg.

Kiirzlich wurde die Arbeit einer Forschergruppe verdffentlicht, die vier unterschiedliche Gene
auf einem Plasmid zusammengestellt haben, die fiir zwei Dsb-Proteine, DsbC und DsbD, und
zwei PPlasen, FkpA und SurA, codieren (Schlapschy et al., 2006). Der positive Einfluf} dieser
Faltungskatalysatorkombinationen wurde in Bezug auf die Loslichkeit der beiden
menschlichen Proteine human plasma retinol-binding protein und dendritic cell membrane
receptor im heterologen Expressionswirt E. coli untersucht. Dieser Ansatz zeigte zum ersten
Mal den erfolgreichen Einsatz von kombinierten Faltungskatalysatoren bei der Produktion
sekretierter Proteine in dem Bakterium E. coli. Doch nicht alle Zielproteine konnen mit Hilfe
dieses einzelnen Plasmides erfolgreich in dem Bakterium E. coli hergestellt werden.

Trotz zahlreicher intensiver Untersuchungen in den letzten Jahren konnte bisher nicht
aufgeklart werden, welcher Mechanismus die oftmals giinstigen Auswirkungen durch
coproduzierte Chaperone oder Foldasen bei der Synthese rekombinanter Proteine verursacht
(Bukau & Horwich, 1998; De Marco & De Marco, 2004; Houry et al., 1999). Daher muf} fiir
jedes Zielprotein neu untersucht werden, ob Chaperone und Faltungskatalysatoren alleine
oder in Kombination mit anderen Faltungsmodulatoren Einflul auf die Produktion nehmen

konnen.

3.2  Screening der Genexpressionsbank mit kombinierten Genen von

Faltungshelfern aus P. aeruginosa

Erstmalig konnte in dieser Arbeit eine komplexe Genexpressionsbank hergestellt werden, in
der nicht nur einzelne Chaperonsysteme und Faltungskatalysatoren enthalten waren, sondern
auch randomisierte Kombinationen aus jeweils drei unterschiedlichen Vertretern dieser
Proteinklassen. Insgesamt wurden 42 Plasmide in diese Toolbox aufgenommen, die jeweils
drei miteinander kombinierte Gene oder Transkriptionseinheiten aus dem vielseitigen Gram-
negativen Bakterium P. aeruginosa beinhalten. Durch ihre Anwendung in Coexpressions-

versuchen konnte analysiert werden, ob die Synthese unterschiedlicher Zielproteine durch
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diese Proteine beeinflullt werden kann. Vor allem konnte aber erstmalig untersucht werden,
ob anhand der erzeugten Ergebnisse solche Plasmide identifiziert werden koénnen, die generell
die Produktion eines rekombinanten Proteins verbessern konnen, um moglicherweise dariiber
den generellen Mechanismus der Faltung heterologer Proteine besser verstehen zu konnen.
Zundchst muflte bei dem Einsatz der Genexpressionsbank bedacht werden, dal in den
Expressionsstimmen zwei unterschiedliche Plasmide parallel etabliert werden muflten. Die
meisten Vektoren, die zur Expression von Zielgenen eingesetzt werden, besitzen ColE1- oder
pl5A-Replikationsurspriinge. Daher wurden fiir die Coexpressionsbank solche Vektoren
verwendet (pVLT31 bzw. pPBBR1IMCS), die der Gruppe der bhr-Vektoren zugeordnet werden
konnen und zu den Replikationsurspriingen der géngigen Expressionsvektoren (wie pET-
Vektoren) kompatibel sind (Kovach et al., 1994). Die Etablierung von zwei unterschiedlichen
Plasmiden in einer Wirtszelle kann dazu fithren, daB die Kopienzahl beider Plasmide
herabgesetzt wird. Daher wurde fiir jeden Coexpressionsversuch eine Kontrolle verwendet, in
der das Zielgen zusammen mit dem Chaperonleervektor exprimiert wurde. Da durch die
Herabsetzung der Expressionsrate die Ausbeute an Zielprotein gesteigert werden kann (Jana
& Deb, 2005; Makrides, 1996; Serensen & Mortensen, 2005), wurde auf diese Weise
tiberpriift, ob die Coexpression beider Expressionsplasmide schon eine Verbesserung der
Proteinsynthese ermdglicht. Fiir alle untersuchten Zielproteine konnte so ausgeschlossen
werden, dal3 die verdnderte Ausbeute an Zielprotein aus einer reduzierten Kopienzahl des
Expressionsvektors resultiert, da die Etablierung des Chaperonleervektors parallel zum
Expressionsvektor des Zielgens keine verdnderte Proteinausbeute verursachte. Sidmtliche
identifizierten Effekte resultierten also direkt oder indirekt aus den Produkten der
coexprimierten Chaperongene.

Erst die kombinierte Coexpression von P. aeruginosa Chaperongenen ermdglichte die
deutlichsten Verbesserungen der Proteinsynthesen. Fiir die R. erythropolis ADHs konnte
schon alleine durch die Expression des csaA-Gens, das fiir ein molekulares Chaperon codiert,
eine deutliche Erhohung der Enzymaktivitit gemessen werden. Diese konnte durch die
Kombination dieses Chaperons mit weiteren Faltungshelfern um weitere 100 % gesteigert
werden. In einem industriellen Prozel3 wiirde das zu einer enormen Kosteneinsparung fithren.
Eine vergleichbare Erhohung der Aktivitit des R. ruber ADH-Proteins konnte durch den
Einsatz von drei verschiedenen Expressionsplasmiden erreicht werden. Diese enthielten
allesamt das molekulare Chaperonsystem GroELS mit jeweils zwei weiteren Faltungshelfern.
Wihrend der GroELS-Komplex alleine zu einer moderaten Verbesserung der Synthese
aktiven RR-ADH-Proteins fiihrte, konnte durch die beiden weiteren Proteine dieser Effekt

noch gesteigert werden. Eine weitere Ubereinstimmung neben dem GroELS-System konnte
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unter den identifzierten Faltungshelferkombinationen nicht nachgewiesen werden. Zweimal
wurde ein Vertreter der PPIasen, PpiD bzw. PpiC2 und PA3717 identifiziert.

Die anderen hinzugefiigten Proteine zéhlten zu den molekularen Chaperonen. Moglicherweise
konnen diese Proteine die zelluldren Bedingungen oder den Faltungsproze des ADH-
Proteins selber so beeinflussen, dal3 mehr aktives Protein 10slich in der Zelle vorkommen
konnte.

Auch die Produktion der Lipase CALB aus der Hefe C. antarctica konnte durch
Kombinationen von Chaperonen und Faltungskatalysatoren deutlich verbessert werden.
Wiéhrend es bis vor kurzem iiberhaupt nicht moglich war, dieses Enzym heterolog in dem
Bakterium E. coli zu synthetisieren (Blank et al., 2006), konnte durch die Erhéhung der
Konzentration unterschiedlicher Kombinationen von Faltungskatalysatoren die Ausbeute
aktiver Lipase deutlich gesteigert werden. Die Plasmide, die fiir die besten Resultate mit dem
CALB-Gen coexprimiert wurden, enthielten zweimal das Chaperonsystem GroELS und
zweimal die ATP-abhédngige Zwei-Komponenten-Protease HsIVU. Die weiteren Proteine, die
zusitzlich in erhéhten Mengen in den Zellen vorhanden waren, entstammen erneut den
verschiedenen Gruppen der Faltungshelfer. Deshalb konnte auch aus diesen Ergebnissen kein
genereller Mechanismus abgeleitet werden, wie diese Proteine die Synthese von CALB
unterstiitzen konnten.

Das zur Therapie verschiedener humaner Krankheiten eingesetzte Protein Interferon 2ab wird
derzeit in E. coli in Form von Inclusion bodies produziert, aus denen es in aufwendigen
nachfolgenden Schritten isoliert und renaturiert werden mufl (Valente et al., 2006). Trotz
vieler Optimierungen bei den notwendigen Renaturierungsschritten verlaufen diese Prozesse
mit enormen Verlusten des produzierten Proteins. In den besten Fallen betragt die Ausbeute
nach diesen Arbeitsschritten weniger als 60 % des Ausgangsmaterials, das in Form von
Proteinaggregaten gewonnen wurde (Srivastava et al., 2005). Durch die periplasmatische
Produktion des korrespondierenden Gens ist es moglich, geringe Mengen des Proteins in
nativer Konformation aus der Zelle ins Periplasma zu transportieren (Beldarrain et al., 2001).
Mehr als 70 % der Gesamtausbeute verbleiben aber unldslich im Cytoplasma. Der Einsatz
von zwei Multisite-Expressionsvektoren der Genexpressionsbank fiithrte dazu, da3 fast das
gesamte Zielprotein aus der Zelle herausgebracht werden konnte und anndhernd kein
Interferon 2ab-Protein mehr im GZE nachgewiesen wurde. Die Kombination aus den
Proteinen GroES, DnaKJ und PA5195, das Homologien zu einem molekularen Chaperon aus
E. coli aufweist, erzeugte die groite Menge des humanen Proteins, welches fast vollstandig
aus der Zelle gelangen konnte. Fiir das Chaperonsystem DnaKJ ist bekannt, dal es an der

Stabilisierung von Peptidstringen beteiligt ist, die in einem Translokations-kompetenten
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Zustand gehalten werden miissen, bevor sie iliber die Sec-Maschinerie ins Periplasma
transportiert werden kénnen (Wild et al., 1992). Auch das Hsp60-System, zu dem das Protein
GroES zihlt, ist daran beteiligt, Proteine an den Sec-Apparat weiterzuleiten, damit sie aus der
Zelle herausgebracht werden konnen (Miiller et al., 2000). Daher ist es sehr wahrscheinlich,
daBl der detektierte positive Effekt der Chaperonkombination bei der Synthese und dem
Transport des Interferon 2ab-Proteins auf einer direkten Interaktion dieser Chaperone beruht.
Diese konnen mit dem neu synthetisierten Protein interagieren, es in einem transportfahigen
Zustand halten oder zundchst aus der Umgebung von Proteasen oder weiteren Molekiilen
entfernt halten, mit denen sie akkumulieren kdnnten. Zum geeigneten Zeitpunkt wiirde das
Zielprotein dann iiber den Sec-Weg transportiert werden konnen. Auch ein indirekter Einfluf}
dieser Proteine ist denkbar. In diesem Fall konnte der Zellstoffwechsel entlastet werden,
indem Proteine des Translokations-apparates stabilisiert werden. Dadurch bleibt der Weg tiber
die innere Zellmembran zuginglich und eine groere Menge des produzierten Proteins kann
so aus der Zelle heraus gelangen.

Insgesamt kann festgehalten werden, dal die Konzentrationserhdhung fast jeder
Proteinkombination die Synthese von Zielproteinen auf positive oder negative Weise
beeinflult hat. Ferner konnte fiir jedes Protein mindestens eine Kombination aus
Faltungsmodulatoren identifiziert werden, die zu einem Verlust der Fahigkeit gefiihrt hat,
aktives, l0sliches Protein zu produzieren. Wesentlich interessanter war allerdings, dal3 die
Ausbeute aktiven Proteins in allen untersuchten Fillen biotechnologisch relevanter
Zielproteine deutlich erhoht werden konnte. Ob diese Effekte durch direkte Einwirkung der
Chaperone und Foldasen auf das Zielprotein zuriickzufiihren ist, oder ob andere Proteine in
der Zelle beispielsweise stabilisiert werden konnten, die wiederum eine bessere Synthese des
Zielproteins bzw. dessen Sekretion ermdglichten, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
beantwortet werden.

In Tabelle D-2 sind die im Laufe dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zusammengefal3t, die
mit Hilfe der Coexpression der jeweiligen Multisite-Expressionsplasmide erzielt wurden. Ein
weiteres Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob man Voraussagen dariiber treffen kann,
welches Chaperon oder welche Kombination aus Faltungshelfern notwendig ist, um die
Produktion des rekombinanten Proteins zu verbessern.

In Bezug auf den EinfluB der verschiedenen Chaperonkombinationen auf die Synthese
rekombinanter Proteine konnen die untersuchten Multisite-Expressionsplasmide in vier
unterschiedliche Klassen unterteilt werden. Solche Kombinationen aus Faltungshelfern, die
tendenziell zu einer Verringerung der Ausbeute aktiven, 18slichen Proteins gefiihrt haben,

werden als Klasse I zusammengefalit. Die Erhohung der Konzentration der drei Proteine
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PpiA, DnaKJ und PpiD (pEXP-9) wies in allen Untersuchungen ein eindeutiges Resultat auf:
bei allen untersuchten Zielproteinen filihrte diese Kombination aus Faltungskatalysatoren und
Chaperonsystem zu einer deutlichen Verschlechterung der Synthese des rekombinanten
Proteins. Auch die Expression der Gene der Multisite-Expressionsvektoren pEXP-10, -14, -29
oder pEXP-30 fiihrte eher zu negativen Effekten bei der Produktion der Zielproteine, hatte
aber in keinem Fall einen positiven EinfluB. Wihrend die Coexpression der Gene dnaKJ
alleine stets dazu beitrug, dall kein rekombinantes Zielprotein detektiert werden konnte,
wurde diese Konstanz bei der Expression mehrerer Faltungshelfergene nicht beobachtet.
Ausschlielich in einem der Multisite-Expressionsvektoren (pEXP-9), die meist negative
Ergebnisse verursacht haben, waren die Gene dnaKJ enthalten. Bei den anderen
Kombinationen aus Faltungshelfern, die zu einer Abnahme der Ausbeute aktiven Zielproteins
gefiihrt haben, lag das Operon dnaKJ nicht auf dem Vektor vor.

Das Expressionsplasmid pEXP-32 (PA3647, HscAB und Yrfl) zeigte in keinem der Versuche
einen EinfluB auf die Synthese des Zielproteins (Klasse II). Bei der Produktion aller
Zielproteine konnte die gleiche Menge aktiven, 16slichen Proteins nachgewiesen werden, wie
in dem entsprechenden Kontrollstamm. Durch die Expression dieser Gene wurde also weder
der Stoffwechsel iiberlastet oder die benétigte Faltungsmaschinerie gestort, was zu einer
Verschlechterung des Produktionsprozesses gefiihrt hétte, noch konnte ein positiver Einflufl
auf die Proteinsynthese vermittelt werden.

Die meisten Multisite-Expressionsplasmide konnen in Klasse Il zusammengefafit werden.
Bei der Coexpression der darauf enthaltenen Gene konnten verschiedene Effekte auf die
Produktion der wunterschiedlichen Zielproteine beobachtet werden. Wihrend das
Chaperonsystem DnaKJ zusammen mit den PPlasen PpiA und Tig (pEXP-8) zu einer
Verbesserung der Synthese aktiver ADH-Proteine gefiihrt haben, zeigten sie keinen Einfluf3
auf die Produktion der beiden Hydrolasen LipA und CALB, sowie des humanen IF2a-
Proteins. SchlieBlich konnten diese Faltungshelferproteine auch zu einem Riickgang der
Ausbeute aktiven Proteins fiihren. So wurde ein negativer Effekt bei der Synthese der
Proteine EstAa und GFP nachgewiesen. Da beispielsweise die Inkubationsbedingungen der
Expressionskulturen zur Synthese der Proteine EstAa aus P. aeruginosa und LipA aus
S. marcescens identisch waren, resultieren die unterschiedlichen Effekte moglicherweise aus
einem direkten Einfluf3 dieser Faltungshelfer auf die Faltung des Zielproteins. Es ist aber auch
denkbar, daf3 sie solche Proteine, die fiir die optimale Synthese des EstAa-Proteins benétigt

werden schlechter falten oder destabilisieren.
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Tabelle D-2: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Chaperon-Coexpressionsversuchen mit
verschiedenen biotechnologisch relevanten Proteinen. Die coexprimierten Plasmide der Toolbox und die darin
enthaltenen Faltungshelfer sind angegeben. Der jeweilige Einflu der Chaperonkombination auf die Herstellung
der verschiedenen Zielproteine (RE- bzw. RR-ADH, EstAa, LipA, CALB oder GFP) ist gezeigt: > Steigerung,
< Abnahme (die Anzahl der Symbole gibt den Grad der Steigerung bzw. Abnahme an), = kein EinfluB}, n.b.=
nicht bestimmt.

Plasmid |1. Protein| 2.Protein | 3.Protein | RE-ADH | RR-ADH EstAa LipA CALB GFP IF2ab
pEXP-1 Tig DnaKJ ClpX = > >> >> > > >
pEXP-2 Tig GroELS ClpX = < = < < < >
pEXP-3 Tig GroELS PpiD >> > < < < < <
pEXP-4 PpiA | GrpE DnaKJ Tig n.b. n.b. < >> < < >>
pEXP-5 PpiA GroELS Tig < > > < < < n.b.
pEXP-6 Dnal GroELS Tig >> < < = = < n.b.
pEXP-7 Dnal DnaKJ Tig < < > < n.b. < <
pEXP-8 PpiA DnaKJ Tig >> > < = = < =
pEXP-9 PpiA DnaKJ PpiD < < < < < < n.b.
pEXP-10 PpiA | GrpE DnaKJ PpiD < = n.b. < = < <<
pEXP-11 PpiA GroELS PpiD < > > < < < n.b.
pEXP-12 GroES DnaKJ PAS5195 = > n.b. n.b. = < >>
pEXP-13 CsaA GroELS PpiD >>> >>> n.b. > = < <<
pEXP-14 | PA3647 GroELS PpiD < = n.b. = < < <<
pEXP-15 | PA4873 GroELS Yrfl >> >>> n.b. = n.b < n.b.
pEXP-16 | PpiCl GroELS PA3717 >> > n.b. = < < n.b.
pEXP-17 PpiC2 GroELS PA3717 >> >>> n.b n.b. = < n.b.
pEXP-18 DsbC GroELS PA5195 >> > n.b. = >> < n.b.
pEXP-19 | GroES GroELS PAS5195 >> > n.b. = >> > n.b.
pEXP-20 Dnal GroELS PA5195 = > n.b. = = < n.b.
pEXP-21 Tig HslVU LolA = > n.b. = = < =
pEXP-22 CsaA HslVU LolA n.b. > n.b. > > < n.b.
pEXP-23 | PA3647 HslVU Yrfl >> > n.b. = > < n.b.
pEXP-24 | PA4873 HsIVU Yril < = n.b. n.b. >> < n.b.
pEXP-25 PpiA HslVU LolA n.b. > n.b. = > = n.b.
pEXP-26 PpiCl HsIVU PA3717 >> < n.b. = < < n.b.
pEXP-27 | PpiC2 HsIVU PA5195 < = n.b. = > > n.b.
pEXP-28 | GroES HsIVU DsbG >> >> n.b. = >> = n.b.
pEXP-29 Dnal HsIVU DsbG = < n.b. = < < n.b.
pEXP-30 SurA HscAB DsbG = < n.b = < n.b.
pEXP-31 CsaA HscAB PpiD = < n.b = = = n.b
pEXP-32 | PA3647 HscAB Yrfl = = n.b = = = n.b.
pEXP-33 | PA3262 HscAB LolA >> > n.b. = > > n.b.
pEXP-34 PpiA HscAB LolA = = n.b. < < n.b.
pEXP-35 PpiC2 HscAB PAS5195 = < n.b. > > = n.b.
pEXP-36 | GroES HscAB DsbG > < n.b. < < n.b.
pEXP-37 CsaA DnaKJ HslU >> < n.b. = < < n.b.
pEXP-38 Tig GroELS DsbG < > n.b. = < = >
pEXP-39 FkIB GroELS DsbG >> > n.b. = = < n.b.
pEXP-40 SurA GroELS HslU < > n.b > = > =

Die Klasse IV schlieBit solche Kombinationen an Faltungshelfern ein, die sich fast immer
positiv, aber niemals negativ auf die Produktion eines Zielproteins ausgewirkt haben (pEXP-
1, -19, -28 und pEXP-33). Die Proteine Tig, DnaKJ und ClpX (pEXP-1) fiihrten in fast allen
Untersuchungen zu einer leichten bis deutlichen Verbesserung der Herstellung des
Zielproteins. Durch diese Faltungsproteine wurde aber nie eine Verschlechterung des
Produktionsprozesses verursacht. Diese Proteinkombination fiihrte in einem von sieben
Coexpressionsversuchen sogar zu dem besten Ergebnis, bezogen auf die Synthese 16slichen,
aktiven Proteins. Sowohl der Triggerfaktor als auch das Chaperonsystem DnaKJ koénnen
direkt nach Bildung des Peptidstranges am Ribosom mit diesem eine Bindung eingehen, um

thn dann an weitere Chaperonsysteme weiterzuleiten, oder, wenn das gesamte Peptid vom
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Ribosom freigelassen wird, die spontane Faltung des gesamten Zielproteins zu ermoglichen
(Deuerling et al., 2003; Geneveaux et al., 2004; Schaffitzel et al., 2001).

Auch hinsichtlich des FEinflusses von Faltungshelfern auf unterschiedliche Zielproteine
konnen Unterschiede aus den Ergebnissen dieser Arbeit festgestellt werden. Anhand der
Tabelle D-2 wird offensichtlich, daB3 verschiedene Proteine unterschiedlich gut durch
Chaperone und Faltungskatalysatoren beeinflufit werden kénnen. Wahrend die Coexpression
von Faltungshelferkombinationen mit dem als Faltungsreporter verwendeten GFP in den
meisten Fillen zu einer deutliche Abnahme der relativen Fluoreszenz gefiihrt hat, zeigten
viele Kombinationen eine Verbesserung der Aktivitét 16slichen, aktiven RE- oder RR-ADH-
Proteins. So konnten z.B. fiir die Synthese des RE-ADH-Proteins 15 Chaperonkombinationen
identifiziert werden, die einen leichten bis deutlichen positiven Effekt hervorriefen. Im
Unterschied dazu konnten nur zwei Kombinationen die Produktion der Lipase LipA aus
S. marcescens verbessern.

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen also deutlich, dall man keine Aussage dariiber treffen kann,
welchen Einfluf3 bestimmte Chaperonkombinationen auf ein bestimmtes Zielprotein ausiiben.
Die Uberexpressionen und Faltungsprozesse von Zielproteinen werden von zu vielen
Faktoren beeinfluBit, so da man nicht vorhersagen kann, welche Proteine die gesamten

Faltungsbedingungen der Zielproteine am besten positiv beeinflussen konnen.

4 Ausblick

Die Synthese funktioneller l6slicher Proteine ist nicht nur fiir die wissenschaftliche
Charakterisierung  von  enormer Bedeutung, sondern auch flir  industrielle
Produktionsprozesse. Dabei stellen Prozesse wie Proteinfaltung, Proteinstabilitit oder
proteolytische Degradation von Proteinen eine Schwachstelle bei der Produktion
rekombinanter Proteine dar. Deshalb ist eine generelle Strategie von besonderem Interesse,
die an dieser Stelle in die Herstellung von Proteinen eingreift. An allen drei beschriebenen
zelluldren Prozessen kann der Einflu molekularer Chaperone und Faltungskatalysatoren
nachgewiesen werden. In Abb. D-1 ist die Komplexitit dargestellt, der die Faltung eines
Proteins unterliegt und die unter Produktionsbedingungen noch weiter kompliziert wird.

Nach Synthese des Polypeptidstranges am Ribosom mufl3 das rekombinante Protein schnell
seine native Konformation einnehmen, um nicht durch Proteasen abgebaut zu werden oder in
Form von nicht-loslichen Aggregaten zu akkumulieren, wozu hdufig molekulare Chaperone
oder Foldasen benotigt werden. Um Proteinaggregate auflosen zu kdnnen, werden ebenfalls

molekulare Chaperone wie die Proteine IbpAB oder DnaK bzw. GroEL bendétigt. Ist die
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Expressionsrate eines Zielgens durch die Wahl eines geeigneten Expressionsvektors so stark
erhoht, dall fast 50 % des Gesamtproteins in Form des Zielproteins vorliegen, wird die
natilirliche Faltungskapazitit einer Wirtszelle schnell ausgeschopft und grole Mengen des
Proteins liegen fehlgefaltet oder in Form von Faltungsintermediaten vor. Kann in diesem Fall
nicht die addquate Menge an Faltungshelfern oder der Faltungsmodulator zur Verfiigung
gestellt werden, die dazu nétig ist, die Faltung positiv zu beeinflussen, fallt die Ausbeute des

aktiven Proteins oft gering aus.

Triggerfaktor ————> @ \
DnaK | |IbpA+B &2
] ,
Inclusion
- bodies
Qﬁ t

GroEL TbpA+B, ClpP, ‘?

Foldasen % DnaK/ ClpB

ungefaltete oder fehlgefaltete
Proteine; Faltungsintermediate

Chaperone?
Foldasen?

ClpPX
Lon

"4

—
-
Q B
— —
_1_'5_:_
native Proteolyse

Konformation

Abb. D-1: Ubersicht iiber mégliche Prozesse bei der Faltung rekombinanter Proteine. Je
nach Verlauf der Faltung koénnen Proteine mit Hilfe von molekularen Chaperonen (s. beschriftete
Kisten) die natiirlich Konformation erreichen. In einigen Féllen kann die Faltung nicht vollstindig
abgeschlossen werden und ungefaltete, fehlgefaltete Proteine oder Faltungsintermediate
akkumulieren in der Zelle. Diese kénnen zu Inclusion bodies akkumulieren. Durch Unterstiitzung
von geeigneten Chaperonen konnen diese Proteinaggregate wieder aufgehoben und entweder
durch Proteasen degradiert oder mit Hilfe von molekularen Chaperonen und Faltungskatalysatoren
in ihre natiirlich Konformation tiberfiihrt werden. Durch die Pfeile ist der Verlauf der méglichen
Faltungsprozesse angezeigt. Die Faltungshelferproteine, die an diesen Schritten beteiligt sein
konnen sind erwihnt. In den meisten Féllen ist allerdings nicht genau bekannt, welche dieser
Proteine in welcher Konzentration fiir welches Zielprotein notwendig sind (nach Fahnert et al.,
2004).

Die Coexpression von Chaperonen und Faltungskatalysatoren stellt daher eine geeignete
Methode dar, um diesen Engpéssen entgegen zu wirken. Welche dieser Faltungsmodulatoren
jedoch fiir die besten Produktionsbedingungen eines Zielproteins bendtigt werden, ist nicht

vorhersagbar.
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Daher kann mit Hilfe der erzeugten Chaperongenexpressionsbank der EinfluB} einer groB3en
Anzahl einzelner und kombinierter Faltungshelfer fiir das jeweilige Zielprotein getestet
werden, um zu untersuchen, ob mit Hilfe dieser Proteine die Synthese aktiven, ldslichen
Proteins erhoht werden kann. Diese Mdglichkeit stellt eine duferst geeignete Neuerung fiir
die Herstellung biotechnologisch relevanter Proteine dar, da neben den generellen und bisher
in Coexpressionsversuchen genutzten Faltungshelfern, deutlich mehr und eine wesentlich
groBere Vielfalt dieser Proteine getestet werden konnen. Zusédtzlich konnten hier auch solche
Faltungshelfer verfiigbar gemacht werden, deren tatsdchliche Funktionen noch nicht oder nur
teilweise aufgeklart sind. So konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dal die Expression pro-
aber auch eukaryotischer Gene in dem Bakterium E. coli durch die Coexpression solcher
Faltungshelfergene verbessert werden konnte. In den meisten Féllen filihrten solche
Chaperone und Foldasen, bzw. ihre Kombinationen, zu der erfolgreichsten Synthese des
Zielproteins, die bisher in keiner Studie in dieser Zusammenstellung untersucht worden sind.

Mit Hilfe dieser Chaperon-Toolbox, die in verschiedenen Gram-negativen Bakterien
eingesetzt werden kann, wird es in Zukunft moglich sein, ein breites Spektrum interessanter
Gene mit den verfligbaren Expressionsplasmiden zu coexprimieren. Auf diese Weise kann
ohne groflen Aufwand schnell und kostengiinstig untersucht werden, ob die Synthese des
problematisch herzustellenden Proteins mit Hilfe von Faltungshelfern verbessert werden
kann. Wenn dies moglich ist, konnen die Proteine, die den besten Einflu3 bei der Produktion

hatten, identifiziert und speziell in den Syntheseprozel} eingesetzt werden.
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E  Zusammenfassung

Die Synthese rekombinanter Proteine wurde filir wissenschaftliche und industrielle
Anwendungen in den letzten Jahren immer bedeutsamer. Hierfiir konnte eine Vielzahl
unterschiedlicher Expressionssysteme erzeugt und optimiert werden, was bereits heute die
Bereitstellung eines breiten Spektrums an Zielproteinen ermoglicht. Haufig findet das Gram-
negative Bakterium Escherichia coli als Wirtsorganismus Verwendung, um unterschiedliche
Zielgene heterolog zu exprimieren, da es einfach kultiviert und leicht genetisch manipuliert
werden kann. Ferner konnen mit Hilfe dieses Organismus deutlich hohere Ausbeuten erlangt
werden als mit eukaryotischen Expressionswirten.

Dennoch kommt es bei der heterologen Synthese von Proteinen hdufig zu Engpidssen, so dal3
die Ausbeute aktiven Proteins sehr gering ausfillt. Zudem fiihren Probleme wie zu hohe
Expressionsraten, Fehlfaltung oder Instabilitdt des Zielproteins dazu, dafl das Produkt in Form
von unldslichen Proteinaggregaten (Inclusion bodies) akkumuliert.

In vielen Fillen konnte gezeigt werden, daBl die Coexpression von Chaperon- oder
Faltungskatalysatorgenen die Ausbeute aktiven Proteins verbessern kann. Dabei handelt es
sich jedoch um einen trial-and-error Ansatz, da bislang nicht vorhersagbar ist, welcher
Faltungshelfer bzw. welche Kombination aus Faltungskatalysatoren und Chaperonen benétigt
wird, um die Synthese des Zielproteins zu optimieren.

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit eine umfangreiche Chaperon-Genexpressionsbank
(Toolbox) erzeugt. Dazu wurden alle Gene, die fiir mogliche Faltungsmodulatoren codieren,
aus dem vielseitigen, Gram-negativen Bakterium Pseudomonas aeruginosa identifiziert und
kloniert. Zusétzlich wurden durch homologe Rekombinationsreaktionen Plasmide hergestellt,
die jeweils drei Gene fiir Faltungskatalysatoren und molekulare Chaperone in randomisierten
Kombinationen besitzen. Auf diese Weise konnte erstmalig eine grole Anzahl verschiedener
einzelner aber auch kombinierter Faltungshelfer in Expressionswirte eingebracht werden, die
zur Herstellung von verschiedenen Proteinen mit Fehlfaltungspotential genutzt wurden. Mit
Hilfe der erzeugten Chaperon-Toolbox konnte somit der Einflu} einzelner und kombinierter
Faltungsmodulatoren auf die Synthese und Aktivitét heterologer Proteine untersucht werden.
Fiir jedes dieser Zielproteine, zu denen Alkoholdehydrogenasen, Hydrolasen und das humane
Interferon 20b-Protein zihlen, konnte in Uberexpresssionsversuchen und anschlieBenden
Enzymnachweisen zum ersten Mal systematisch eine Kombination aus molekularen
Chaperonen und Foldasen identifiziert werden, welche die Produktion katalytisch aktiver

Molekiile deutlich erhohte.
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Summary

Syntheses of recombinant proteins for applications in science or in industrial production
processes have become more meaningful over the past few years. A wide variety of different
expression systems have been constructed and optimized to allow the retrieval of a broad
spectrum of target proteins. Usually, the Gram-negative bacterium Escherichia coli is most
commonly used for heterologous expression of different target genes, as this bacterium is
simple to handle and easy to manipulate genetically. Supported by this organism an explicit
higher yield of proteins can be achieved compared to eukaryotic expression hosts.
Nevertheless, several bottlenecks may appear during the heterologous synthesis of proteins,
which can result in very small yields of the active protein. In addition, other factors like too
high rates of expression, misfolding or instability of the target protein may lead to the
formation of insoluble aggregates, so-called inclusion bodies.

In several cases co-expression of genes of molecular chaperones or folding catalysts showed a
yield improvement of the active protein. This process still is a trial-and-error approach as it is
not predictable which modulator of the folding process or which combination of folding
catalysts and molecular chaperones is required to optimize the synthesis of the recombinant
protein.

On this account an extensive chaperone gene expression library (toolbox) has been created
during this thesis. Every gene that encodes a putative folding modulator of the versatile,
Gram-negative bacterium Pseudomonas aeruginosa has been identified and cloned.
Additionally, plasmids have been constructed by homologous recombination attempts
containing three genes in randomized combinations of folding catalysts and molecular
chaperones, respectively. Along the way and for the first time a vast number of different
single and combined folding modulators were introduced into the bacterial hosts used for the
production of problematically target proteins. By means of the generated chaperone-toolbox,
the influence of single or combined folding modulators on the synthesis and activity of
problematical target proteins has been investigated. By over-expression experiments and
specific activity essays the protein yield and enzyme activity for proteins as alcohol
dehydrogenases, hydrolases and the human Interferon 2ab protein has been determined. For
each of these target proteins a combination of molecular chaperones and folding catalysts,
which improved the production of catalytic active molecules significantly, has been identified

systematically.
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G Anhang
1 DNA-Sequenzen der identifizierten Chaperon- und Faltungs-

katalysatorgene aus dem Bakterium Pseudomonas aeruginosa

PA0499
ATGGTTCTTGCATCGATATTCGCCTGGCTGTGCATGTCCGCCCATGCCGATCTCTCGTTCGACGGCCAGAACCGT
TTCGTGATGAAAGGCAAGCGCCTGCCGATCACGCTGGTCAACGAGGGCAAGGAGCCGGCCCTGGCGGAAATCTCC
CTGGATTGGGGTACCGACGGCAAGGGGCAGGCGCTGCCCTTCGCCGTGTCCAGGCCGCTGCTCCGCCTGGGLGLC
GGCCAGCGGGCCAAGGTGGAGGTGCTCTACCAGGGCCAGGGCCTGCCCACCGACCGCGAGACCTACCTGCTGTTG
AGCGTGCTGGACGTGCCGCACGCGCCCAGTACTCCCGAGACCCTGCAGATCGCCCTACGCCATCGCTTCAAGCTG
TTCTATCGGCCGCCCCTGGAAGCCACCGTCGAGCAGGCGATCGAGGGCGTGACGTGGACGCTCGGCACCAGCGGL
AATCCGAAGGCACACAATCCTTCGCCCTACCACATCACCTTCAGCCAGTTGGAGTTCCTCGACGCATCGGAGCGG
AGCTGCGGCGAAGCCATCGAACACCTGATGCTGGCGCCCTTCTCCAATCACCAGTTCGACATCGCCGCCTGCCAT
CCCGACAAAGTGCGTTACGCGATCGTCAGCGACGGAGGGAACCTCCACCCTTATCACGGCGCATTGAAATCAGGC
GTAGAGACCAACGCCAAACACCCATGA

PA0538 dshB
TTGAGCGCTCTCCTCAAGCCCCTCGACAATCGCTTGTTCTGGCCCGCGGTCGCCATCGGCGGCCTGCTGATCCTC
GCTTTCGTCCTCTACCTCCAGCACGTGCGCGGCTTCGCGCCCTGCTCGCTGTGCATCTTCATTCGCCTGGACGTG
CTCGGCCTGGTGCTCGCCGGGATCGTCGGCAGCCTCGCCCCGCGTTCGCGGATCGCCGGCGGCATCGCCGCGCTG
GGCATGCTCGCCGCCAGCCTGGGCGGGATCTACCACGCCTGGTCGCTGGTCGCGGAAGAGAAACTGGCTGCCCAG
GGCATGGGCAGTTGCAAGATGTTCATGGGCTTCCCCGAATGGATACCGCTGGATACCTGGCTGCCGCAGGTCTTC
CAGCCCGAGGGGCTGTGCGGCGAAGTGGTCTGGACCCTGCTCGGCCAGTCCATGGCGGTCTGGTCGCTGGCGLTG
TTCGTGTTCTGCCTGCTGGTCCTGGCGGCCAAGCTGGCGTTCGGCCGCCGCACCGCCTGA

PA0594 surA
GTGAAGATCAAGCTATGTAACCGGCTGCGCCCCCTTGCATTGGGCGCAGCACTCCTTTGCTCCTTCGCGCATGCC
GAAGTGGTACCACTGGACCGGGTCGTCGCCATCGTCGACAACGATGTGATCATGCAGAGCCAGCTCGACCAGCGC
CTGCGTGAAGTGCACCAGACGCTGCTCAAGCGCGGTGCGCCGCTGCCGCCCGAGCACGTGCTGACCCAGCAGGTG
CTGGAACGCCTGATCATCGAGAACATCCAGCAGCAGATCGGCGACCGCTCCGGCATCCGCATCTCCGACGAGGAG
CTGAACCAGGCGATGGGCACCATCGCCCAGCGCAACGGCATGAGCCTGGAGCAGTTCCAGACCGCCCTCACCCGC
GACGGCTTGTCCTACGCCGACGCCCGCGAGCAGGTCCGTCGCGAGATGGTGATCAGCCGTGTGCGCCAGCGCCGG
GTCGCCGAGCGCATCCAGGTCAGCGAGCAGGAGGTGAAGAACTTCCTTGCCTCGGACATGGGCAAGATCCAGCTT
TCCGAAGAGTACCGCCTGGCCAATATCCTGATCCCGGTGCCGGAAGCCGCGTCCTCGGACGTGATCCAGGCCGCC
GCAAGGCAGGCCCAGGAGCTCTACCAGCAGCTCAAGCAGGGCGCCGACTTCGGCCAACTGGCGATTTCCCGCTCG
GCCGGCGACAACGCCCTGGAAGGCGGCGAGATCGGCTGGCGCAAGGCCGCCCAGCTGCCGCAGCCGTTCGACAGC
ATGATCGGCTCCCTGGCCGTCGGCGACGTCACCGAGCCTGTCCGCACCCCCGGCGGCTTCATCATCCTCAAGCTG
GAAGAGAAGCGCGGCGGCAGCAAGATGGTCCGTGACGAAGTGCATGTCCGCCATATCCTGCTCAAGCCCAGCGAA
ATCCGCAGCGAAGCGGAGACCGAGAAGCTAGCGCAGAAGCTGTACGAGCGCATCCAGTCCGGGGAAGACTTCGGC
GAACTGGCGAAGAGCTTCTCCGAAGATCCGGGTTCCGCCCTCAACGGCGGCGACCTGAACTGGATCGATCCGGAA
GCCCTGGTGCCCGAGTTCCGCCAGGTGATGAACGATACCCCGCAGGGCGAGCTGTCCAAGCCGTTCCGCTCGCAG
TTCGGCTGGCACATCCTGCAGGTCCTCGGCCGTCGCGCCACCGACAGCAGCGAGAAGTTCCGCGAGCAGCAGGCG
GTAAGCGTACTGCGCAACCGCAAGTACGACGAGGAGCTGCAAGCCTGGCTGCGGCAGATCCGCGACGAGGCCTAC
GTGGAAATCAAGCAGTGA

PA0699

ATGCGGCCGGCATTTCGTTGCGGCATCCTGGCGTTCGCGCTTGCCGTTCTCGCCGGCTGTGGCCAGCGCGAGGAC
GGCGGCGCGGGCCAGGCCCAGGCCGCGCTTGCCAAGCCATCTGCCAGCGCCGCCGCGGAGCCCGLGGTGGLLCGL
CTCGGTGCCTTGCAGGTGGCGCCGGACGAACTGAAGGCGCTGCTGGCCGAGGTGCCGGCGGAAACCCGCGCGCAG
TTGAGCGAGAACCGCGACGCGATGGAACGCTGGATGCGTGCGCGACTGGCCGAGAAGGCGCTCTACGAACAGGCC
AGCGCCCAGGACTGGCAACAGCGTCCGCAGGTGAAGACGCTGATCGATGCGGCGGCGCGGCAGATCGTCCTGCGT
ACCTACCTGGAGTCGGTGAGCACGGTGCCCGAGGACTACCCCAGCGATGCCGAACTGCAGGCCGCCTACCAGGCG
AACAAGGCGCAACTGGCTGTACCGGCGCTGTACCGGGTCAGCCAGATCTTCATCGCCGCCTCTGCGGCCGGCGGG
CTTGCCGAAGCGCGCAAGCGCGCCCAGGAACTCTACCGGCAGGCCGCGGACGGCGACTTCGCCGAACTGGCGLGC
AAGCATTCCGACGACCCGCAGACCGCCCGCAACGGCGGCGACATCGGTGGGTTACTGGCGCAGGCGCAACTGCTG
CCGGCGATCCGTCCGGCGCTGGAACGGCTAAAGGTCGGCGCGGTGTCCGAGCCGATCCAGGGCGCCAACGGTTTC
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CACCTGGTCAAGCTGACCGAGCGTCGCGACGCCCGCCTCGCCACCCTCGACGAGGTCCGTGGTCGCCTGCGCGAA
AGCCTGCGCGCGCAACGCCAGGAGCAGATAGCCAAGGCCTACCTGGATGGCCTGGTGAACAACGCTACCCTGAGC
ATCGACGGCGCGTTGCTCGGCAAGACCCTGGCGGAACTGCACTGA

PA0837 slyD
ATGCAGATCGCGGCCAACAAGGCGGTTTCCATCGACTATACCCTGACCAACGACGCCGGGGATGTCATCGACAGT
TCCGCTGGTGGCGCGCCGCTGGTCTACCTGCACGGTGCCGGCAACATCATCGTCGGCCTGGAGAAGGCCCTGGAA
GGCAAGAACGTCGGTGACGAACTGAGCGTCGCCATCGAGCCGGAAGACGCCTATGGCGAATACAGCGCCGAACTG
GTCGCGACCCTGACCCGCGAGATGTTCGAAGGCGTCGACGAACTGGAAGTCGGCATGCAGTTCCACGCCTCGGCT
CCGGACGGCGGCATGCAGATCGTCACCATCCGCGACATCGACGGCGACGACGTGACCGTCGATGGCAACCATCCG
CTGGCCGGCCAGCGCCTGAACTTCAAGGTCAAGGTAGTCGACGTGCGCGAGGCCAACGCCGAGGAAATCGCCCAT
GGTCACATCCATGGCGAAGGCGGTCACCACCACTGA

PA1068
GTGGCAGAATCCCGCACCGGACCGCTCGCGTGCGAGCGGACGCCATTCATCGAACGCTTGGATAGGGACATGCAA
AGCAGCTTTCCGCAATCGAACACTCCCCAGATCCGTCGCGCTGGAGTCGACCTCAACGGCGTGATGTCGGTGCTC
AGCAAGCACCTCTATTCCACGCCCACCGTGGCGTTGCGCGAGCTGGTGCAGAACGCCCACGACTCGATCCTCCGT
CGCCGCCTGGAGCAGCCCGACTGGCAAGGGCCGTCGCGAATCGAGGTGATCGGCGACAGTGCCAGCAACACCGTG
CGCATCGTCGACACCGGCGCCGGGCTCACCGAGCACGAAATCCACGCCTACCTGGCCACCGTCGGCGTCGGCTAC
ACCCGCGGACTGCGCCAGTCCGGCCACGAGGACAGCGGGCTGATCGGCATGTTCGGCCTGGGCTTCCTCTCCGCT
TTCGTCCTGGCCCGCCGGGTCAGCGTGCGGACCACGTCCTACCAGCAGCCGGAACTGGGCTTCTGCTACGTCTCC
AGCAACGCCGAGCAATACAGCGTGACGCCGATGCCGGCGCGCCCGGTGGGTACCGAGATCACCCTCGAACTGCAG
GACGAATACAGTGCGCTGACCCAGGCCGCGCGCCTGCGCGAGATCCTCGAACGCTACTGCGTGCTGCTGCGCGAG
CCGATCCACGTCGGCGGCGACGCCCAGTCGATCAACCCGGAGCCGCCGCCGTGGCGACTGGCCGCCGACGCCGLG
CTGCACCCGCTGCAACGGCAGCGCCGCGACCTGGAGTTCGCCGCACGCTTCGCGAGCACGACTTCGAGCCGATCTGC
TGCCTGCCGGTGCGCCCGGACGAGCGGGTCGACGTGCAGGGCCTGCTGTGGATCCAGGACGGCGGCACCTATGGC
ACCAGCGACAACCGCAATCTCTCGGTTTTCCTCCGCGGCATGCTGCTCGACGATGACGCCCGCGACCTGCTGCCG
TCCTGGGCCGGGTTCGTCGGCGGGGTGATCGAATCGCGAACCGCCTGACGCCCACCGCCAGCCGCGAGGACCTGCAG
CGTGACGACCATTACGCGGCGATCCAGCATGCGCTGGCCGAGGCGCTGATCGCTGGGCTCGGCCAGGTGGCGLGEG
CAGCAGCCGGAGGCCTGGCGGCGGGTCCTGCTGCGGCACAACGAGGCCCTGCTGGCAGCGGCGTTGTGCGACGAG
CGTCTGTTCGCGCTGATGATGGACAGCCTGCGCGTACCCACCTCCCAGGGCGACCTCCCGGCTTCCGAACTCCTT
TCGCGCGGAGCGGTGCATGTGCTGCTGGACAACGACAGCGGCTTCCAGGAAATGCTGTTCCGTGCCATGGGCGTA
CCGGTGGCCCATGGCAATCGCTATGCGGTGGTACCCTTCCTCCGTCGCTGGGCGCAGGCCAAGGGGATGCGCCTG
GTGGAGCTGGGCACCGAGCAGGGCAACCGCCAGTTGTTCCGCCTCGACCGACTGCCCGAGCACGAGACCGGCTGG
CTGGCCGAACACCTGGGCGGCGCCGAGGAGCAACTGGTGATCGCCCGCTTCAGCCCCGAGGAATTGCCGCTTGTG
GTGGTGCCCGACCGCGACGCCGAACTCAAGCGGCGACTGGAGGACGACGAGGCCGACAAGCGTATTTCCACCGCG
GCGTTGCGCCTGGCCCGGCAGTTCACCCGCAAGCTCGACAATCGCCAGCCGAGCCGGCTCTACGTCAACCTCGAC
AATCCGGCGGTGCAGGCGCTGCTCGCGGCCGTCGGCGAGGAACGCGACGCAAGCGGCCCATGCGGCGTTGCTGCTG
CGCTCGTTCAAAGTGATCATCGCCGGACAGGGACGCGGCCAGCCCGCGACCTCGCTGAACCAGGCCCTGGCCGGA
CTCGCCGATTCGGTGAAGCGCCTGCTGGAGCAATAA

PA1481 ccmG
TTGAAACGAGCGATTCTGCTGCTGCCGCTGGGGATCTTCCTGATCGTCGCGGTGTTCCTCTTCCGCGGCCTCTGG
CTGGACCCCAGCGAGCTGCCCTCGGCGCTGATCGGCAAGCCGTTCCCGGCCTTCGACCTGCCCAGCGTGCAGGAC
CCGGCCCGGCGCCTGACCGAGGCCGACCTCAAGGGCAAGCCGGCGCTGGTCAACGTCTGGGGCACCTGGTGLCCG
TCGTGCCGGGTCGAGCACCCGGAACTGACCCGACTGGCCGAGCAGGGCGTGGTGATCTACGGGATCAACTACAAG
GACGACAACGCCGCCGCCATCAAGTGGCTGAACGAGCTGCACAATCCCTACCTGCTGAGCATCAGCGACGCCGAC
GGCACCCTGGGCCTGGACCTGGGCGTGTACGGTGCGCCGGAAACCTACCTGATCGACAAACAGGGCATCATCCGC
CACAAGATCGTCGGGGTGGTCGACCAGAAAGTCTGGCGCGAGCAACTGGCGCCGCTGTACCAGCAACTGCTGGAC
GAGCCGGAGGCCCGATGA

PA1596 htpG

ATGAGCGTGGAAACCCAAAAAGAGACACTGGGCTTTCAGACTGAAGTGAAGCAACTGCTTCACCTGATGATTCAT
TCTCTCTATTCGAACAAGGAAATCTTCCTCCGCGAACTGATTTCCAACGCCTCGGACGCCGCCGACAAGCTGCGT
TTCGAAGCCCTGGCCAATCCCGAGCTGCTCGAGGGCGGCGCCGAGCTGAAGATCCGCGTCAGCTTCGACAAGGAA
GCCAACACCGTCACCCTGGAAGACAACGGCATCGGCATGAGCCGCGAGGATGTGGTGACTCACCTGGGCACCATC
GCCAAGTCCGGGACCGCCGACTTCCTGAAGAACTTGTCTGGCGACCAGAAGAAGGATTCGCACCTGATCGGCCAG
TTCGGCGTCGGTTTCTACAGCGCCTTCATCGTCGCCGACAAGGTCGATGTCTACTCCCGTCGCGCCGGCCAGCCG
GCCAGCGAAGGCGTGCACTGGTCGTCGAAGGGCGAGGGCGAGTTCGACGTCGCCACCATCGACAAGCCCGAGCGC
GGCACCCGCATCGTCCTCCACCTGAAAAAGGGCGAGGAGGAGTTCGCCGATGGCTGGCGCCTGCGCAACGTGATC
AAGAAATACTCCGATCACATCGCTTTGCCGATCGAGCTACCCAAGGAATTCCACGGCGAAGAGGCCGACAAGCCG
GCCGAGCCGGAATGGGAAACGGTCAACCGCGCCAGCGCGCTGTGGACCCGTCCGCGCGCCGAGGTGAAGGACGAG
GAATACCAGGAGTTCTACAAGCACGTCGCCCATGACTTCGAGAACCCGCTGAGCTGGAGCCACAACAAGGTCGAA
GGCAAGCTGGAATACACCTCGCTGCTCTACGTGCCGGGCCGCGCGCCGTTCGACCTGTACCATCGCGAAGCGCCG
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CGGGGCCTGAAGCTGTACGTACAGCGCGTGTTCATCATGGACCAGGCCGACGAGTTCCTGCCGCTGTACCTGCGC
TTCATCAAGGGTGTGGTCGACTCCAACGACCTGTCGCTGAACGTCTCCCGGGAAATCCTGCAGAAGGATCCGGTG
ATCGACTCGATGAAGTCGGCGTTGACCAAGCGCGTGCTGGACATGCTGGAGAAGCTGGCGAAGAACGAGCCGGAG
CAGTACAAGACCTTCTGGAAGAACTTCGGCCAGGTCCTCAAGGAAGGCCCGGCGGAAGACTTCGGCAACAAGGAG
AAGATCGCCGGCCTGCTGCGCTTCGCCTCCACCGGCGACGATTCGGGCGAGCAGAGCGTAGCGCTGGCCGACTAC
ATCGGTCGGATGAAGGAAGGCCAGGACAAGATCTACTACCTCACCGGCGAGAGCTACTCGCAGGTGAAGAACAGC
CCGCACCTGGAAGTCTTCCGCAAGAAGGGCATCGAGGTGCTGCTGCTCACCGATCGCATCGACGAGTGGCTGATG
AGCTACCTGCCGGAGTTCGACGGCAAGCAGTTCGTCGATGTCGCCCGCGGCGACCTGGACCTGGGCAGCCTGGAC
TCGGAAGAGGACAAGAAGGCCCAGGAAGAAGTCGCCAAGAGCAAGGAAGGCCTGATCGAGCGCCTGAAGAAGGTG
CTCGACGAGCAGGTCAGCGAAGTCCGCGTTTCCCACCGCCTGACCGATTCGCCGGCGATCCTCGCCATCGGCGAA
CAGGACCTTGGCCTGCAGATGCGCCAGATCCTCGAGGCCAGCGGGCAGAAAGTGCCGGACTCGAAGCCGATCTTC
GAGATCAACCCGCAGCATCCGCTGATCGAGAAGCTGGATGCGGAGCCGGACGCAGGACCGCTTCGGCGAGCTGTCG
CATATTCTCTTCGACCAGGCCGCCCTGGCCGCGGGGGACAGCCTCAAGGATCCGGGCGCCTACGTACGCCGACTG
AACAAGCTGCTGGTGGAGCTGTCCGCTTAA

PA1793 ppiB
ATGATCAAGCTGCATACCAACCATGGCGTCATCACCCTGAAGCTCGATGAAGAGAAAGCCCCGGAAACCGCGGCG
AACTTCAAGGAGTACGTGAAAAGCGGCCACTACGACAACACCGTCTTCCACCGCGTGATCAACAACTTCATGATC
CAGGGCGGCGGTTTCGAGCCGGGCATGAAGCAGAAGCCCACTCGCGCACCGATCAAGAACGAAGCCAACAACGGC
CTGACCAACAAGGTCGGCAGCATCGCCATGGCTCGTACCATGGACCCGCATTCGGCCAGCGCGCAGTTCTTCATC
AACGTCGCCGACAACGATTTCCTCAACCATACCGCCCCCACCACCCAGGGCTGGGGCTATGCCGTCTTCGGCGAA
GTGGTCGAGGGCATGGACGTGGTCAACAAGATCAAGGGCGTGGCCACCACCATGCGCAGCGGCCACCAGGACGTG
CCGGCCGAGGACGTGATCATCGAGAAGGCCGAAATCGTCGAAGAATGA

PA1800 tig
ATGCAAGTTTCTGTTGAAAGCACTTCCGCTCTTGAGCGCCGCATGACCGTTGGTGTGCCTGCCGAGCGTATCGAG
ACCGAAGTCAACAAGCGTCTGCAGCAGACCGCCCGTCGTGCCAAGATTCCAGGTTTCCGCCCCGGCAAGGTGCCG
ATGAGTGTCATTCGTCAGCGCTACGAAGCTTCCGCGCGCCAGGAAGCCATGGGCGATCTGATCCAGGAAACCTTC
TACGAAGCCGTGGTCGAGCAGAAGCTGAATCCGGCCGGTTCGCCGTCGGTAGAGCCCAAGTCCTTCGAGAAAGGC
AAGGACCTGGAATACATCGCAACCTTCGAAGTCTTCCCGGAATTTACCGTTTCCGGCCTGGAAGACATCAAGGTC
GAGCGCCTGCAGGCCGAAGTTTCCGATGCTGATGTCGACAATATGCTCGACGTCCTGCGCAAGCAGAACACCCGT
TTCGAAGTAGTCGAGCGTGCCGCCCAGAACGATGACCAGTTGAACATCGACTTCGTCGGCAAGATCGACGGCGAA
GCCTTCGCCGGCGGTTCCGCCAAAGGCACCCTGCTGGTACTGGGCTCCGGTCGCATGATCGCCGGCTTCGAAGAA
GGGCTGGTGGGGGCGAAGGCCGGTGAAGAGCGTGTGCTCAACCTGACCTTCCCCGAGGACTACCAGAACCTGGAC
CTGGCCAACAAGGCTGCCGAGTTCACCGTTACCGTCAATAGCGTAGCCGAGCCCAAGCTGCCGGAACTGAACGAA
GAGTTCTTCGCTCTGTTCGGCGTGAAGGAAACCGGTCTCGATGGCTTCCGCGCCGAAGTGCAGAAGAACATGGAG
CGCGAGCTGCGCCAGGCGATCAAGTCCAAGGTCAAGAACCAGGTCATGGAAGGTCTGCTGCAGGCCAACCCGATC
GAAGTGCCCAAGGCCCTGATCGGCAACGAAGTGAACCGTCTGCGCGTGCAGGCCGTCCAGCAGTTCGGCGGCAAC
ATCAAGCCTGACCAACTGCCGGCCGAGCTGTTCGAAGAGCAGGCCAAGCGCCGTGTGGTGCTGGGCCTGATCGTC
GCCGAAGTGGTCAAGCAGCACGAGCTGAAGGCCGACGAAGGTCGCGTTCGCGAAATGATCGAGGAAATGGCCTCG
GCCTACCAGGAGCCCGAGCAGGTCGTCGCCTGGTACTTCAAGAACGAGCCCCAGCTGAACGAAGTCCGTTCTGTT
GTACTGGAAGAACAAGTCGTAGATACTGTCCTGCAAAAGGCCACTGTGACCGATAAGCAGGTATCCTACGAAGAA
GCGGTCAAGCCGGCCGAAGCTCCGCAAGCGGCCTGA

PA1801 clpP
ATGTCTCGCAACTCTTTTATTCCGCACGTTCCCGATATCCAGGCCGCCGGTGGCCTGGTGCCCATGGTGGTGGAG
CAGTCCGCCCGCGGCGAGCGCGCCTACGACATCTATTCGCGCCTGCTGAAGGAGCGGATCATCTTCCTGGTCGGC
CAGGTCGAGGACTACATGGCCAACCTGGTGGTTGCTCAGTTGCTGTTCCTGGAGGCTGAAAATCCCGAGAAGGAC
ATTCATCTCTACATCAACTCGCCGGGTGGTTCGGTGACTGCCGGGATGTCCATCTACGACACCATGCAGTTCATC
AAGCCCAACGTCTCGACCACCTGTATCGGCCAGGCGTGCAGCATGGGTGCCCTGCTGCTTGCGGGCGGTGCCGCC
GGCAAGCGCTACTGCCTGCCGCATTCGCGGATGATGATCCACCAGCCGCTGGGCGGTTTCCAGGGCCAGGCCTCG
GATATCGAGATCCATGCCAAGGAAATCCTCTTCATCAAGGAGCGTCTGAACCAGATCCTGGCGCACCACACCGGC
CAGCCCCTGGACGTCATTGCCCGCGATACCGATCGTGACCGCTTTATGAGCGGTGACGAAGCCGTCAAGTATGGC
CTGATCGACAAGGTCATGACCCAGCGCGACCTGGCCGTCTAA

PA1802 clpX

ATGACTGATACCCGCAACGGCGAGGACAACGGCAAGCTGCTGTATTGCTCCTTCTGCGGCAAGAGCCAGCACGAA
GTGCGCAAGTTGATTGCCGGCCCCTCGGTCTTTATCTGCGACGAGTGTGTCGACCTGTGCAATGACATCATCCGC
GAGGAGGTGCAGGAAGCGCAGGCGGAAAGTAGTGGGCACAAACTTCCGGCGCCGAAAGAGATCCGCACCATCCTC
GATCAGTACGTGATCGGGCAGGAGCGGGCCAAGAAGGTTCTGGCGGTAGCGGTATACAACCACTACAAGCGCCTC
AACCAGCGTGACAAGAAGGACGATATCGAGCTCGGCAAGAGCAACATTCTGATGATCGGCCCAACCGGCTCGGGC
AAGACCCTGCTGGCCGAGACCCTCGCACGTCTGCTGAACGTGCCGTTCACCATCGCCGATGCGACCACGCTGACG
GAAGCGGGCTACGTGGGCGAGGATGTCGAGAACATCATCCAGAAACTCTTGCAGAAGTGCGATTACGATGTGGAG
AAGGCCCAGATGGGCATCGTCTACATCGACGAGATCGACAAGATTTCCCGGAAATCGGACAACCCCTCCATCACT
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CGCGACGTCTCCGGCGAGGGTGTGCAGCAGGCCCTGCTGAAGCTCATCGAGGGTACCGTTGCCTCGGTACCGCCG
CAGGGCGGTCGCAAGCATCCGCAGCAGGAGTTCCTGCAGGTCGATACGCGCAACATCCTGTTCATCTGCGGCGGC
GCTTTCGCCGGTCTGGAGCGGGTCATCCAGAACCGTTCCGCGCGCGGCGGCATCGGTTTCAATGCCGAAGTGCGC
AGTCAGGAGATGGGCAAGAAGGTCGGCGAGGCGTTCAAGGAAGTCGAACCGGAAGATCTCGTCAAGTTCGGTCTT
ATTCCCGAGTTTGTAGGGCGTTTGCCGGTGATCGCGACTCTTGATGAGCTCGACGAGGCTGCGCTCATGCAGATC
CTGACCGAGCCGAAGAACGCTCTCACCAAGCAGTACGCCAAGCTGTTCGAAATGGAAGGCGTCGATCTCGAATTC
CGTCCGGACGCACTCAAGGCGGTTGCCCGCAAGGCGCTCGAACGCAAGACCGGTGCACGTGGCTTGCGTTCAATT
CTCGAAGGTATCCTTCTCGATACCATGTACGAGATTCCCTCCCAGCAGGATGTCAGCAAGGTGGTCATCGATGAG
AGTGTCATCGATGGCTCGTCGCAACCCCTGATGATCTACGAGAACAGCGAAAAGCCAGCCAAGGCTGCGCCTGAG
GCATGA

PA1805 ppiD
ATGCTGCAGAACATCAGGGATAATTCCCAGGGCTGGATCGCCAAGACCATCATTGGCGTGATCATCGTTCTCCTG
TCGCTGACCGGCTTCGACGCGATCATCCGGGCCACCGACCACTCCAACGTGGCCGCCAAGGTCAACGGCGACGAT
ATCAGTCTCAATGAAGTCCAACAGGCCGTGGACATGCAGCGTCGCCAGCTGCTGCAACGCCTGGGCAAGGATTTC
GATCCATCCATGCTGGATGACAAGCTGCTCAAGGAAGCGGCCCTGAAGGGGCTGATCGAGCGTACCCTGCTGCTC
CAGGCCGCCAAGGACGACAAGTTCGCCTTCTCCGACCAGGCGCTGGACCAGTTGATCCTGCAAACTCCCGAGTTC
CAGGTCGACGGCAAGTTCAACGCGGATCGCTTCGACCAGGTCATCCGCCAGATGAACTACAGCCGCATGCAGTTC
CGCCAGATGCTCGGCCAGGAAATGCTCATCGGCCAGCTTCGCGCCGGCCTGGCGGGCACCGGTTTCGTCACCGAC
AACGAATTGCAGTCCTTCGCTCGCCTCGAGAAGCAGACCCGCGACTTCGCCACCCTGGCGATCAAGGCCGACGCC
TCCAAGAGCAGCGTGAGCGACGACGAGGTGAAGGCCTTCTACGAAGGCCACAAGAGCGAGTTCATGACTCCCGAG
CAGGTGGTCGTCGAATACGTGGAGCTGAAGAAGTCCTCCTTCTTCGACCAGGTCAAGGTGAAGCAGGAAGACCTC
GAGGCGCTGTACCAGAAGGAAATCGCCAACCTTTCCGAGCAGCGCGATGCCGCCCACATCCTGATCGAGGTGAAC
GACAAGGTCGGCGACGAGCAGGCCAAGGCGAAGATCGACGAGATCAAGGCTCGCCTGGCCAAGGGCGAGGATTTC
GCCGCGCTGGCCAAGGAGTTCTCCCAGGATATCGGCTCGGCCGCCACCGGCGGCGACCTGGGCTACGCCGGTCGC
GGCGTGTACGACCCCGCGTTCGAGGAGGCGCTGTATGCGCTGAAGCAAGGTGAGGTATCCGCCCCGGTGAAGACT
CCGTACGGCTACCACCTGATCAAGCTGCTGGGCGTGCAGGCGCCGGAAGTACCGAGCCTGGAAAGCCTCAAGCCG
AAGCTCGAGGACGAACTGAAGAAACAGATGGTCGAGCAGCGCTTCGTCGAGGCTACCAAGGACCTGGAAAGCTCC
GCCTACGAAGCCGCCGACCTGAGCCAGCCGGCGCAGGAAATGGGCCTGAAGGTCCAGACCAGCCAGCCGTTCGGA
CGTTCGGGGGGCGACGGCATCGCTGCCAACCGCCAGATCGTGCAGACCGCGTTCAGCGCCGAGGTGCTGGAAGAA
GCCGCCAACAGTGGCGCCATCGAGCTGGATCCGGACACCGTGGTGGTGCTGCGGGTCAAGGAACACAACAAGCCG
AAGGAGCAACCGCTGGAGCAGGTCGCGGCGAACATCCGCGAGCGCCTGGCCGCCGAAAAGGCCGCCGAGGAGGCG
CAGAAGCGTGGCGAGGCCCTGATCGCAGAGCTGCGTGAAGGCCGTACCTCTTCCGCAGCGGGTGAGTCGTGGAAA
GTGGTCGAGGCGGCCTCCCGCGGCCACGAAGGCGTCGATCCGAAACTGCTCCAGGCGGTGTTCCGCATGCAGCGT
CCGGAGGCCAAGGACAAGCCTTCGTTCTCTGGCGTGACCCTGGCCAATGGCGATTACGTGGTGATCCGCCTGAAT
GGCGTCAGCGAGCCGGAGGAGGCTATCTCCGACGACGAGAAGGCCATGTACCGCCGCTTCCTGGCTTCGCGCAGC
GGACAGGCAGACTTCGCCGCCTTCCGCCGTCAGTTGCAGGACAAGGCGGAAGTCGAGAAATACTGA

PA1996 ppiC1
ATGCCCGTCGCCATGGCCCGCCACATCCTGGTCAAGACCGAAGCCGAGGCCGCGCAACTGAAGCAGCGCCTGGCC
AAGGGCGAGGACTTCGCCACGCTGGCGAAGAAGCATTCGACCTGCCCGTCCGGCAAGCGCGGCGGCGACCTCGGE
GAGGTGCGCCCGGGGCAGATGGTCAGGTCCATCGACAATGCCATCTTCAGGAAACCCGTGGGCGTGCTCCAGGGT
CCGCTGAAGAGCCAGTTCGGCTACCATCTCCTGGAAGTGTATTTCCGCGACTGA

PA2129 cupA2
ATGCCCAGACATTCGTACCGATCCGGCAGGACATCGGCGCTTCTGCTCGTCCTGCTGGCGAGCATCGCCCAGGCG
CGGGCAAGCGTGGTGGTGACCGGGACCCGGGTGATCTATCCCGGCGAGGCACGGGAGAAGACCGTGCAACTGAGC
AATCGCGATGCGTTTCCCAACGTCGTCCAGGCCTGGGTCGACATCGACGCCCCGGACGCGCCGCCGGACCAGGLG
GACGCGCCGTTCCTGGTCAACCCGGCGGTATTCCGCATGGCCCCGGACAGCGGCCAGACGCTGCGCATCGTCTAC
ACCGGGCAGGGCCTGCCGGGCGATCGCGAATCGCTGTTCCATCTCAACGTCCTGCAGATCCCGCCACGCAACAGC
AGCCATGCGGATCGGAACCAGATGCTGCTGATGCTGCGCAATCGCCTGAAGCTGTTCTACCGCCCGGCGGGCATC
CAGGGCCGTCCCGAGGACCTGCCCGGGCAACTGCGTTTCGCACTGGTCCGGCGCAGCGCCGGCTGGGCGGTGCGG
GTGGACAACCCGAGCGGCTACTACGCCTCGTTCGCCAGCGCCACGCTCAGCGTCGGCCAGCGCCGCTGGCGCTTG
CGCAGCGGCATGCTGGAGCCGCGCAGCCATGCCGAATGGCAGGCCGAAACCCGAGAAGCCCTGCCGCCGGGACGL
GTGCGCCTGCACGCGCTGCTGATCAACGACTACGGCGCCCATATGGATATCCGTCATGACCTATCGCCATGA

PA2132 cupA5

GTGTCCAGTAGGCGCGCGCTCGCGCTGCTGGCCATGCTTTGCCTCGCGCCGACGAGCGAGGCCGGAGTGACCGCG
GAGCGCACCCGCCTGGTGTTCGTGGAGGGCCAGCGCGAGGCCTCGTTGCTGCTGGTCAACCAGAATCCCTACCCG
GTGCTGGTGCAGGCGTGGGTCGATGACGGCGCCCTCGACGGCGAACCGGATACCGCGCTGGCTCCGTTCCTGCCG
CTGCCGCCCGTATTCCGCCTGGAGCCGGGACGCCAGCGCAGCCTGCGCCTGCTGGCTACCGGCCAGGCCCAGGCA
CGGGATCGCGAATCGCTGTACTGGCTGAACATCTACGAGATCCCCCCGCAAGCCACCGCCGAGGCCGCTGGCCGEG
CCCCGGCTCACGGTCACCCTGCGAACCCAGATGAAGGTGCTGTACCGCCCGCACGGCCTGCATCCGCACGCCGAG
GACGCGGCCGCCGAACTGGGCTTCGCGCTGCGCGACGAGACCCTGCGGGTGGACAACCCGACGCCGTACTTCGTG
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TCCCTGGCGGGGCTGGCGCTGGAGATAGGGGAGACGCGCCTGGATCTGCCCGGAACGCTGCTGGCTCCGCGCTCG
CAACGACGCCTCGGCCTGCCGCGGCGGGTGGACGGCGGGACGCGCGGCGAGGTGGCGTTCGACTGGATCGACGAC
AACGGCGTCAGCCGCCAGGAAAGGAAAGCTCTACAGTGA

PA2476 dshG
ATGAGACTGCCGCGCAACCTGATCACCCTTGGCCTGGGCCTGACCCTCCTCAACGCCGGCCTGGCCACGGCGGCG
GAGGAGCTGCCGGCGCCGATCCGCATGGTCCAGGAGAAGGGCGCCCGCATCCTCGGCAGCTTCGACGCCCCGGAT
GGCCTGCGCGGCTACGCCGCCGAATACCAGAACCAGGGCATGGCGCTGTACCTGACGCCCGACGGCAAGCACGTA
CTCACCGGCCACCTGTTCGACGCCCAGGGCAAGGACCTCAGCCGCGAACCGCTGGAGCGCCTGGTGTATGCGCCG
CTGGCCAAGGAAATGTGGCAGAAGATGGAGCAGAGCGCCTGGATCGCCGATGGCCGTGCCGACGCGCCGCGLCGTG
GTCTACCTGTTCAGCGACCCGAACTGCCCGTACTGCACCATGTTCTGGGAGCAGGCGCGACCCTGGGTGGATGCC
GGCAAGGTGCAGTTGCGGCATATCATGGTCGGCATCATCCGCGAGGACAGCGAAGCCAAGTCCGCCGCGCTGCTG
GCCAGCAAGGACCCGCAGAAGGCCCTGCACGACCATGAGCAGGCGGGCAAGGCCAGCACCCTGAAGCCGCTGGEG
AAGATCCCGGCGGCGGTGCGCAAGCAGCTCGCCGGCAACATGGAACTGATGGAGTCGATGGGCGCCGCGGCGACC
CCGGCGATCTTCTATCTCAATGCCGAGGGGCGCATGCAGCAGCAACAGGGCGCGCCGCAGCCGGACCAGTTGGCG
GAGATCCTCGGTCCGCGCTGA

PA2614 lolA
ATGCGACTGATCCGCACGTTGTTCGTTGCCGCCCTGGCCATGGGCGCTTCGCTGGCCCATGCCGACGACAGCGCC
GCCGTCCAGCGCCTGACCGGCCTGCTGAACAAGGCCCAGACCCTGACCGCGCGTTTTTCCCAGCTGACCCTGGAC
GGTAGCGGCACGCGCCTGCAGGAAACCGCCGGCCAACTGAGCCTGAAGCGGCCGGGACTGTTCCGCTGGCATACC
GATGCGCCGAACGAGCAATTGCTCATTTCCAACGGCGAGAAGGTCTGGCTGTACGACCCGGACCTGGAGCAGGTG
ACCATCCAGAAGCTCGATCAGCGCCTGACCCAGACGCCGGCGCTGCTGCTCTCCGGCGACATCTCGAAGATCAGC
GAAAGCTTCGCCATCACCTACAAGGAAGGCGGCAACGTAGTCGATTTCGTGCTCAAGCCGAAGACCAAGGACACC
CTCTTCGACACCTTGCGCCTGTCGTTCCGCAGCGGCAAGGTGAACGACATGCAGATGATCGATGGCGTCGGCCAG
CGCACCAACATCCTGTTCTTCGACGTGAAGATGAACGAGGCGCTGGATGCCAAGCAATTCACCTTCGACGTTCCG
CCGGGCGTCGACGTGATCCAGGAGTAA

PA2725
ATGGCCCTCGGGGCAATATGCTGTGGCCACGACACACGCTGTGAGCGACTATCGATGCCAGGGACTGCACTGTTC
GAAAAGCCACGCTGGTTGCGCGACCTCCTGCGCTTCCTGCCCCTCAAGAGCCAATTCGTCCTCTCCGGGAACATC
CGCGACCTGCAAGCCTGCGAAGTGGTGCCGGGTACGGTCACCGCGCAGAGCTTCAACCAGACCCTCTGCGACGCC
CTGCTGGACGCCGGCTACGCCCAGGTGCTGGCCTGGGATCCGCTGGCCGGGTTCCGCGTGCTCGGCCGGCCGGGC
AGCGAGGCGGGGGCCACTCCGCAGGTGCTTCTCGACCTCGGCCTGACCCCGGTGGACGGCGCCGCGCCGGLCCGGL
ATCGACCTACTCGGCGCGACCCTGCAACGCCTGGTCAACCGTAGCGGCGAGCCGATCGCCCTGATCGTCGACTTC
GCCTCGCGCCTGGCGGTGCGCAACGACGCCCTGAGCGCCGCCGAGCACCAGTTGTTCACCCAGGCCCTGGTGCTC
TCCCACCAGGCCCGCAGCCGTCCCGCCGGGGAACAGCGCAAACCGTTCTTCAACAGCGTGCTGTGGGTGGTGGAA
AAGGAAGGCGACCTGCCCGACTGGCTGCTGGTGGACAACCCGCGCCTGCGCCATATCCCGGTGTCGAAGCCCGAC
CAGCCGGCGCGCCGGGCCCTGGCCCCGGCGCTGCTCCGCGGGCTAGGCGGCGCGGGCGTCGCCCAGGAGGCCLTG
CAACAGGCCGCCGCAACCTTCGTCGAGAACACCGAAGGCCTGCTACTCCTCGATCTCAACGCCATCGTCCAGTTG
GCGCGCGTGGAAGGCCTGGCCATGGAACGCATCGCCGACGCCGTGCGCCGCTACAAGGTCGGCGTCACCGAAGAC
CCCTGGCTGAAGATCGACCGCCAGCGCATCCGCCAGGCCGACGAGATCGTCCGCCGCCGGGTCAAGGGCCAGCAG
CACGCGGTGACCCACATGCTGGACATCGTCAAGCGCGCGATGACCGGGGTCGGCGCCAGCCGCAAGGGCAACCGC
CCGCGCGGCGTGGCCTTCCTCGCCGGGCCCACCGGGGTCGGCAAGACCGAGCTGGCGAAGACCGTCACCAGCCTG
CTGTTCGGCGACGAGAGCGCCTACATCCGCTTCGACATGTCCGAGTTCAGCGCCGAGCATGCCGACCAGCGCCTG
ATCGGCGCGCCGCCCGGCTACGTCGGCTACGACGTCGGCGGCGAACTGACCAACGCGATCCGCGAAAAACCCTTC
AGCGTGGTGCTCTTCGACGAGATCGAGAAAGCCCACCCCCGGATCCTCGACAAGTTCCTGCAGATCCTCGACGAC
GGCGTGCTCACCTCCGGGCGCGGCGATCGCGTGTACTTCTCCGAGGCGCTGATCGTGTTCACCTCGAACCTGGGC
ATCTACCGCCAGGGGGAAAACGGCGAACGAGTCGCCAACGTGCTCCCCGGCGAGCCCTTCGAGGCGGTGCAGGGC
AAGGTCCACGGCGAGATCGAGCGCTACTTCAAGCTGGTTCTCAACCGCCCGGAAATCCTCAACCGGATCGGCGAG
AACATTATCGTCTTCGACTTCATCCGCGCCGACGTCGCCGAGCAGATCTTCACCCAGATGGTCAACGGCACCTTC
GCCGACCTCCGCGAGCAGCGCCTCGTCATCGAACTGGCCGAGGCGCCGCGCCAGGCGCTGCACGACCTCTGCCTG
GGCGACCTGTCCAACGGCGGCCGCGGCATCCGCAACCAGCTCGAAGCGCGCCTGCTCAACCCGTTGTCGCGGGCA
CTGTTCGACCAGGACGCGCAGCCGGGCGAGCGCTTCCTGATCAGCGCCCTGGACGCCGACGGCCTGACCCTGGAA
CGCCGCTGA

PA2863 lipH

GTGCCGGCCCCTCAGGTCATGCCGGCCAAGGTCGCGCCGCTGCCAACCTCCTTCAGGGGCACCAGCGTCGATGGC
AGTTTCAGTGTCGACGCCAGCGGCAACCTGCTGATCACCCGCGACATCCGCAACCTGTTCGACTACTTCCTCAGC
GCCGTCGGCGAAGAGCCCCTGCAGCAAAGCCTGGACCGCCTGCGCGCCTACATCGCCGCCGAACTCCAGGAGCCG
GCGCGCGGCCAGGCGTTGGCGCTGATGCAGCAATACATCGACTACAAGAAGGAACTGGTGCTGCTCGAACGCGAC
CTGCCGCGCCTGGCCGACCTCGACGCCCTGCGCCAGCGGGAAGCCGCGGTGAAAGCCCTGCGCGCGCGGATCTTC
AGCAACGAAGCGCACGTGGCGTTCTTCGCCGACGAGGAAACCTACAACCAGTTCACCCTGGAGCGCCTGGCGATC
CGCCAGGACGGCAAGCTCAGCGCCGAGGAAAAGGCCGCCGCCATCGACCGCCTGCGCGCCAGCCTGCCGGAAGAC
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CAGCAGGAAAGCGTGCTGCCGCAACTGCAAAGCGAACTGCAGCAGCAGACCGCCGCCCTCCAGGCCGCTGGLCGLC
GGCCCGGAAGCCATCCGCCAGATGCGTCAGCAACTGGTGGGCGCCGAAGCCACCACCCGCCTGGAGCAACTCGAT
CGGCAACGCTCGGCCTGGAAGGGCCGGCTGGACGACTATTTCGCCGAGAAGAGCCGGATCGAAGGCAATACCGGG
CTGAGCGAAGCCGACCGCCGCGCGGCGGTCGAACGCCTGGCCGAGGAGCGCTTCAGCGAACAGGAACGCTTGCGC
CTGGGCGCGCTGGAACAGATGCGCCAGGCCGAGCAGCGCTGA

PA3126 ibpA

ATGAGCAACGCTTTTTCCCTCGCCCCGCTGTTCCGTCATTCCGTAGGCTTCGATCGCTTCAACGATCTGTTCGAG
TCGGCCCTGCGTAATGAGGCCGGGAGTACCTACCCGCCCTACAACGTCGAAAAGCACGGTGACGACGAGTATCGC
ATCGTTATCGCCGCCGCCGGCTTCCAGGAAGAAGACCTGGACCTGCAGGTCGAGCGCGGCGTGCTGACCGTCAGT
GGCGGCAAGCGCGAGAAGTCCACGGACAACGTGACCTACCTGCACCAGGGCATCGCCCAGCGCGCCTTCAAGCTG
TCGTTCCGCCTCGCCGACCATATCGAGGTCAAGGCGGCTTCGCTGGCCAACGGCCTGCTGAACATCGACCTGGTC
CGGCTGGTTCCGGAAGAAGCCAAGCCGAAGCGTATCGCCATCAATGGCCAGCGCCCGGCACTGGACAACCAGTAA

PA3221 csaA
ATGGACATCATCGAATGGCAGGATTTCGAACGCGTCGAACTGCGCGTCGGCACCATCCTCAGCGCCGCTCCCAAC
CCCAAGGCACGCAAACCCGCCTATGTCCTCGAGGTCGACCTCGGACCGCTCGGCCTGCGCACCTCCAGCGCGCAA
CTGACCGCACACTACCAGGCCGAGCAACTGGTCGGACGCCAGGTCCTCTGCGTCTGCAACTTCGCTCCGAAGCAG
ATCGCCGGGGTGCGCTCGGAGGTCCTGGTCACCGGGGTCTACGATAGCGAGGACAAGGTGGTCCTGGCCGGCTTC
GACAAGCCCCTGCCCAACGGTGCGCGCCTGGCCTGA

PA3227 ppiA
ATGCTCAAACGTCTCCTGATCGCCGCCTGCACCCTGCTCTTCGCCGGTTCCCTGCTGGCCGCCACGCCTGCCGCC
AAGCCGCACGTCCTGATCGCCACCAGCCTCGGCGAGATCGAGGTAGAACTCGATCCGGCCAAGGCGCCGATCAGC
GTGAAGAACTTCCTCGAGTACGTCGACAGCGGCTACTACGACGGCACCCTGTTCCACCGCGTGATCCCGGGCTTC
ATGGTGCAGACCGGCGGCTTCAGCGCCGGCATGCAGGAGAAGAAGACCCGTGCACCGATCAAGAACGAGGCCGAC
AACGGCCTGCTCAACGAGCGCGGCACCCTCGCCATGGCCCGTACCGGAGTGGTCGATTCGGCCACCAGCCAGTTC
TTCATCAACCTGACCGACAACGACTTCCTCAACCATGGTGCCCGCGACTTCGGCTATGCCGTGTTCGGCAAGGTG
GTGCGTGGCATGGGCGTGGTCGACCAGATCGCCAAGGTTCCCACCACCCGCCGCAACGGCTTCGCCGACGTGCCG
AGCGACGACGTGGTGATCCTGTCCGCCAAACGCCTCTGA

PA3262
ATGAAACAACATCGGTTGGCAGCAGCGATCGCACTGGTCGGTCTGGTTCTCTCCGGCTGCGATTCGCAGACCAAC
GTTGAGTTGAAGACCCCGGCGCAGAAAGCTTCCTATGGTATCGGCCTGAACATGGGCAAGAGCCTGTCCCAGGAA
GGCATGGACGACCTGGATTCGAAAGCCGTCGCCAAGGGCATCGAAGACGCCCTCGGCAAGAAGAAGCAGCAGCTC
ACCGATGAAGAGCTGACCGAAGCCTTCGCCTTCCTGCAGAAACGTGCCGAGGAGCGGATGGCCGCCATCGGCGAC
GAAAACGCCAAGGCCGGCAAGAAATTCCTCGAGGAAAACGGCAAGCGCGACGGCGTGACCACCACCGCTTCCGGC
CTCCAGTACGAAATCGTGAAGAAGGCCGATGGCCCGCAACCGAAGGCCACCGACGTGGTGACCGTCCACTACGAA
GGCCGCCTGACCGATGGCACCGTCTTCGACAGCTCCATCGAGCGCGGCAGCCCGATCGACCTGCCGGTCAGCGGC
GTGATCCCGGGTTGGGTCGAAGCCCTGCAACTGATGCACGTCGGCGAGAAGATCAAGCTGTACATCCCCAGCGAG
CTGGCCTACGGCGCGCAGAGCCCGAGCCCGGCGATCCCGGCCAACTCGGTACTGGTCTTCGACATGGAACTGCTC
GGCATCAAGGATCCGTCCAAGCCGGACGCGGAGCCCGAGGCCGGTGCCGCAGCGCAGCCCGAAGCCAAGGCGGAC
GCGAAGAAGTAA

PA3365
ATGCCTTTTCTGAGCGACATGCTTGACCAGTCCCGCCGGCAGCAGGACGAGGAACAGGCCCTGGCGCGGGAGAAT
CTTGCCGAGGCAAGTCTGCTCCAGGCCCACCTGAGTCACCGCAGCGCCCTGCGCAGCCGTTTCCGTTTCGACCCG
GCGGCGGTGATGGACTGCCTGCGCGCCGAGGTGCTCGGCCAGGATCCGGCGCTACAGGCCGTCGAGGACATGCTC
AAGGTGGTTCGCGCGGACATCGCCGACCCGCGCCGTCCGCTGTTCAGCGCGCTGTTCCTCGGCCCCACCGGGGTC
GGCAAGACCGAGATCGTGCGCGCCCTGGCCAGGGCCCTGCACGGCGACGCCCAGGGGTTCTGCCGGGTGGACATG
AACACCCTGTCCCAGGAGCACTATGCCGCCGCCCTCACCGGTGCGCCGCCGGGCTACGTCGGGGCGAAGGAGGGL
ACCACCCTGTTGGAGCAGGACAAGCTGGACGGCAGTCCCGGGCGCCCCGGCATCGTTCTCTTCGACGAACTGGAG
AAGGCCAGCCCGGAAGTGGTCCATGCGCTGCTCAACGTGCTCGACAACGGCCTGCTGCGGGTCGCTTCCGGCGAA
CGCACCTACCATTTCCGCAACACCCTGGTGTTCATGACCAGCAATCTCTGCGCCCATGAGATCCAGCGCTACGAC
GAGCGTCGCCAGCGCCTGCCCTGGCGCCTGCTGCCGGTCGGCGGCGAGCGCCGGCGGCGGGACATCGACGGGATG
GTCCGGGCCCGGCTGCTGAAGACTTTCTCGCCGGAGTTCGTCAATCGTCTCGATAGCGTGGTCACCTTCAACTGG
ATCGAACGCGACGTCGTCGCGCGCCTGGTCGAGCTGGAGGTGCAGCGGCTCAACCGGCGCCTGGAGAAGCATCGC
TGCCGCCTGGAGGCGACCCCGGAGGTGCTGGCGAAGATCGCCCGCGCCGGCTTCGACCGGCAGTTCGGCGCCCGT
GCGTTGCGCCGCAGCGTCCGTCATCATCTCGAGGTACCGCTGGCCGAGCATCTGCTCGACCACCACCAGCCGGGC
GACGGGAACTGCACGACCTACCTGGCGAGCCTGGAGCACGAGCGGGTTCGCTTCGTGCGGCGCTGA

PA3647 skp
GTGCGTAAGTTCACCCAGTTCGTCCTGATCACCGCAGCCATCATGGCGGCTCCTTCGGCGTTCGCTGAAATGAAG
ATCGCGGTGCTCAACTACCAGATGGCGCTGCTCGAGTCCGATGCCGCCAAGCAATACGCCGTGGATGCCGAGAAG
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AAGTTCGGCCCCCAGCTGAACAAGCTGAAGAACCTCGAGCGCGACGCCAAGGCGCTGCAGGACAAGCTGGTTTCC
AACGGCAGCAAGATGTCCCAGGGCGACCGCGAGAAGGCCGAGCTGGACTTCAAGCAGAAGGCCCGTGACTTCCAG
TTCCAGTCCAAGGAATTGAACGAGTCGAAGGCCGCCGCCGACCGCGACATGCTGAAGAAACTCAAGCCGAAGCTG
GACCAGGCCGTCGAGGAGACCATCAAGAAAGGTGGTTACGACATGGTCATCGAACGTGGCGCCGTGGTCGACGTC
AAGCCGCAATACGACATCACCCGCCAGGTGATCGAGCGGATGAACCAGCTGCGTTGA

PA3717
ATGAACGACCGACTGCAGATCGAAGACCTCCTCCTGGGCGACGGCAAGGAGGTAGTGAAGGGTGCGCTGATCACC
ACCCAGTACAAGGGCACCCTGGAAGACGGCACGCTGTTCGACTCCTCCTACGAGCGCGGCCGGCCATTCCAGTGC
GTGATCGGCACCGGACGAGTGATCAAGGGTTGGGACCAGGGCCTGATGGGCATGAAGGTCGGTGGCAAGCGACGG
CTGTTCGTCCCTTCCCACCTGGCCTACGGCGAACGGCAGGTCGGCGCGCACATCAAGCCCCACTCCAACCTGCTG
TTCGAGATCGAACTGCTGGAAGTGCTCACCCGCGACGACTGA

PA3737 dshC
ATGCGCGTGACCCGTTTTCTGGCTGCTGCCGCCCTCGGCCTGATGAGTACCCTGGCCCTGGCAGACAATGCCGAT
CAGAACATCCGCAAGACCCTGCAGGCCCTGCAACCGGACCTGCCCATCGACTCCATCGCCAGCAGCCCGCTGCAG
GGGCTCTACCAGGTGCAGCTGAAGGGCGGCCGGGTGCTCTACGCCAGCGCCCACGGCCAGTTCGTCATGCAGGGC
TACCTCTACCAGGTGAAGGACGGCAAGCCGGTCAACCTGACCGCGAGAAGGCCGAGAGCCAGGCGATCGCCAAGGCG
ATCAACGGCGTGCCCGCCAGCGAGATGGTGGTGTATCCGGCCAAGGGCCAGGCCAAGGCGCACATCACGGTGTTC
ACCGATACCACCTGCCCGTACTGCCAGAAGCTGCATGCCGAGGTGCCGGACCTGACCGAGCAGGGGATCGAGGTG
CGCTACATGGCGTTCCCGCGGCAGGGGCCGCAGTCGGCGGGCGACAAGCAACTGCAGGCGGTCTGGTGTGCGAAG
GAGCCGACCAAGGCGATGGACGCCATGATGAACGGCAAGGAGATCAAGTCTTCCGAGTGCAAGAACCCGGTCGAC
AAGCAGTTCCAGATGGGCCAGATGGTCGGGGTGCAGGGAACGCCGGCGATCGTCCTTGCCAACGGCCAGTTGCTC
CCCGGCTACCAGCCGGCCAAGCAGTTGGCCAAGCTGGCGCTGGAGGCCAAATAG

PA3810 hscA
ATGGCCCTACTGCAGATCGCCGAGCCCGGTCAGAGTCCCAAGCCCCATGAGCGTCGCCTGGCGGTTGGGATCGAC
CTGGGTACCACCAATTCGCTGGTCGCCGCGGTGCGTAGCGGCGTCGCCGAGCCCTTGCCGGATGCGCAGGGACGC
CTGATCCTGCCTTCCGCGGTGCGTTATCACGCCGAGCGGGCGGAAGTGGGCGAGAGCGCCCGCGCGGCCGCCGLG
GAGGATCCCTTCAATACCGTCATTTCGGTCAAGCGCCTGATGGGGCGCGGCCTGGAGGACGTCAAGCAACTGGGC
GAGCAATTGCCCTACCGCTTCCGCCAGGGCGAGTCGCACATGCCCTTCATCGAGACCGTACAGGGGTTGAAGAGT
CCTGTGGAAGTCTCGGCGGACATCCTGCGTGAGCTGCGCCAGCGCGCCGAAACCACCCTCGGTGGCGAGCTGGTG
GGTGCGGTGATCACTGTGCCGGCCTATTTCGACGACGCCCAGCGCCAGGCTACCAAGGATGCCGCGCGCCTGGCC
GGACTGAACGTCCTGCGCCTGCTCAACGAGCCGACCGCCGCCGCCGTGGCCTACGGCCTGGACAAGGGCGCGGAA
GGCCTGGTGGCCATCTATGACCTGGGTGGCGGAACCTTCGACATTTCCATCCTGCGCCTGACCCGCGGTGTCTTC
GAAGTCCTGGCCACCGGCGGCGATACGGCCCTGGGTGGCGACGACTTCGACCATGCCATCGCTGGCTGGGTGATC
GAGCAGGCTGGCCTTTCTGCCGATCTGGACCCGGGCAGCCAGCGGCAGTTGCTGCAAATCGCCTGTGCGGCCAAG
GAGCGTCTTACCGACGAGGCGTCGGTCCGGGTCGCCTATGGCGACTGGAGCGGCGAGCTGAGCCGGGCGACGCTC
GACGAGTTGATCGAGCCGTTCGTCGCTCGCAGCCTGAAGTCCTGCCGCCGAGCGGTGCGCGACTCCGGTGTCGAT
CTGGAAGAAATCCGCTCGGTGGTGATGGTCGGCGGCTCGACCCGCGTGCCCCGTGTGCGCACGGCGGTTGGCGAG
TTGTTCGGCTGCGAGCCGCTGACCGATATCGATCCGGACCAGGTGGTCGCCATCGGCGCGGCCATCCAGGCCGAT
GCCCTGGCCGGCAACAAGCGCGGCGAGGAATTGCTGCTGCTGGACGTCATTCCGCTGTCGCTCGGCCTGGAAACC
ATGGGCGGGCTGATGGAGAAGGTGATTCCGCGCAATACCACCATCCCGGTGGCGCGCGCCCAGGAGTTCACCACC
TACAAGGACGGCCAGACGGCCATGATGATCCACGTGCTGCAGGGCGAGCGCGAGCTGGTGAAGGATTGTCGTTCG
CTGGCGCGCTTCGAGCTGCGCGGCATTCCGCCGATGGTGGCGGGCGCGGCGAAAATCCGGGTGACCTTCCAGGTC
GACGCCGACGGCTTGCTCGGCGTGTCCGCACGCGAACTGAGTTCCGGCGTCGAGGCCAGCATCCAGGTCAAGCCG
TCCTATGGGCTGACCGACGGCGAGATCGCGCGGATGCTCAAGGACTCCTTCGACTACGCCGGCGACGACAAGGCT
GCCCGCGCCCTGCGCGAACAGCAGGTCGAGGCGCAGCGGCTGCTGGAGGCCGTGCAGTCGGCGCTGGACGTCGAC
GGCGAGCGGCTCCTGGACGAAGAGGAGCGCCTGGCCATCGCGGCGCAGATGGACACTTTGCGTGAACTGGCCGGT
GGTAGCGACACCGCGGCCATCGAGAACCAGATCAAGCGCCTGTCCCAGGTGACCGACGCTTTCGCCGCACGGCGG
ATGGACGCGACCGTCAAGGCCGCGCTCTCCGGCCGCCGGCTCAACGAAATCGAGGAATAA

PA3811 hscB
GTGGGTAAACCCTGTCATTTCGCCCAGTTCGACCTGCAACCGGCTTTCCTGGTCGATCTCGACGAGCTCGGCCAG
CGCTATCGCGAGTTGGTGCGCAGCGTCCATCCTGACCGTTTCGCCGACGCTCCCGAGCGCGAGCAGCGTCTCGCC
CTGGAACGCGCGGCGCAACTGAACGAGGCCTACCAGACCCTGAAGAGCGCTCCGCGCCGGGCCCTGTACCTGTTG
ACCCTGAGTGGTCACGAGTTGCCCTTGGAGGCTACGGTGCAGGATCCGGAGTTTCTCCTGCAGCAGATGCAGCTG
CGCGAGGAACTGGAGGAGTTGCAGGACAGCGCGGACCTGGCCGGCGTGGCGACCTTCAAGCGTCGGCTCAAGGCC
GCCCAGGCCGAGCTGGAGCGTGAGTTCGCCGCGTGCTGGGACGATGCGCAGCGCCGCGAAGAGGCCGAACGCCTG
GTCCGTCGCATGCAGTTCCTCGACAAGCTGGCGCAGGAAGTGCGCCAGCTGGAAGAGCGACTCGACGATTAA

PA3842
ATGAATCCACTCTACCGCGCCGCCATCCACCAGCTTTTTCTCGCTCTCGATCTCCCGACGCCCAACGACGAGGAG
AGCGTACTCAGCCTGCAGGTGGGCCCGCATCTCTGCCATCTGGCAGAACATCCGACCGATCACCTGTTGATGTTC
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ACCCGCCTGGAAGGACAAGGAGACGCTACGGCCAACGAGCAGAACCTGTTCAGCCAGGACCCTTGCAAGCCGATC
CTGGGCCGTGACCCCGAAAGCGGCGAACGGCTGCTCTGGAACCGCCAGCCCTTGCAGTTGCTGGACAGGGCCCAG
ATCCACCATCAACTCGAACAACTGGTCGCCGCCGCCGAAGAGCTACGCTGA

PA3871
ATGAGTTGCTCCCACTACGAAGAACGCGTCGAGAAGGTCGAACTGCCGCAACTGAAGGTCAACGGCATGGCCATC
GGCGAAGACCTGCTGGCCCGCGAACTGCAATACCACCCGGCGGACAGCTATGCGCTGGCGCTGGAGGCCGCCTGC
CGTGCGCTGATCGTCCGCCAGTTGCTCCTGCAACGGGCCGACGCGCTGGGCATCGCAGGCCCGCTGCGAAGACGGC
GAGACGCCGGAGGAAGCGCGCATCCGCCAATTGCTGGAGGAAGAGGTGCAGGTCCCGGAAGCCGACGAAGACGCC
TGCCGGACCTGGTACGCGGCCAATCCGGGGCGCCTGCTCGGCCCCTGGCGCCTGCAATTGCGCCATGTGCTGCTG
GCCTGCGCGCCGGACGACCTGGAAGGCCGCGAGACGGCGCGCAAGCAGGCCGCGGAGCTGCTCGACGAGTTGCGC
GGGCATCCCGAGCGCTTCGTCGACCTGGCCCGGCGTTTCTCCGCCTGCCCGTCGAAGGAGTCGGGTGGCGACCTT
GGCTGGATCGAGCCGGGGCAGACCGTCCCCGAATTCGAGAAGCGCCTGCTGCGCCGCGCGCCCGGGCTGCTCGAG
CATCCGCTGGAAAGCCGCTATGGCCTGCATGTGGTGGAACTGCTGGCGCGCGAAGGCGGCGAGCCGCTCGACTTC
GACGCGGCCCGCGCACAGATCGCCGCGCACCTGCAAGCGCAGGTGTTGCAGCGAGCGGTGGGACAGTACATCGGC
GTGCTGGCGGGAGACGCCTGCATCGAGGGCTTCGCCTTCGCGAGGGCGCGGATGGGGCGCTGGTGCAATAG

PA4083 cupB4
GTGACCGGCGTCGGCCTGGGCCGATGCGGCACGGCCTGGGTCCTGCTGGTGGCGCTGGTGGCCGATGCCTCCGCC
TCGCTGTCCGTGATCGGGACCCGTTTCATCTATCCGGCGGGCGTTTCCGCGCTGACGATCCGCGTCGGTAACGTC
GGGACGCGCCCGGCCCTGGTCCAGACCTGGCTCGATCGCGGCGACGAGACGGCGGACCCGAGCGCTGTCACGGTG
CCGTTCATCCTGTCGCCGCCGCTGTTGCGTATGGACCCGCAGGAGACCCAGGCGCTCCAGCTTCGCCATACCGGC
GAGCCGCTGCCGGACGACCGGGAATCGCTGTTCTGGGTCAACCTGCTGGAGGTGCCGGGGCGGGAGGACGGCAGC
GGCAACCTGCTGCTGGTGAGCTACCGCCTGCGGATGAAGCTCCTGTTCCGTCCGCAGGGTCTGTCCGGCGATCCG
CGAGCCGCCGCGCGCCAGGTCGTCTGGCGCCTGCGTCCGGCGGTACGGCCGGGGCAGCGGGCGCTGCTGGAGGLG
GACAACCGCAGTCCCTATCACGTTTCCCTGGTGCGCCTGGAGCTGGGCGAGGGCGACCTCGCCATGTCCCTCGGC
AGCGTCACCCTGCCGCCTTTCGCCCTTACCCCGTTGAGTCTGCCGGCCGTGCCCGGCGAGGCGGCGCGGGTCCAT
TTCGATGCGGTGGGGGATGACGGCCAGATCGCAGCGCGGCGACGCGCCGGCAGAGAGATACCCGTAG

PA4085 cupB2
ATGGCGCCGCTAATGCATCGTTTTCATTCTTTCGTGGCGGCAAGCGCCGTGGCCATCGCCCTGTGCGTCGGAACG
GCTCACGCCGGGCTGATCGCACAGGGCACTCGCGTCGTCTTTCCGGCCAGCGAGCGCGAGGTCACCTTGCGGGTC
AGCAATACCTCCGGCACTCCCGTGCTGGCGCAAGCCTGGATCGACGATGGCCGGCAGGACGTTCCCCCCGAGGAA
CTGCAGGTTCCCTTCAGTGTCACGCCGGCCGTGACGCGAGTGGAGCCCAATGGCGGCGCTGTATTGCGCATCGCC
TACCTGAAGGCCCCGTTGCCGACGGATCGCGAATCGCTGTTCTGGCTGAATATCCTGGAAGTTCCGCCCAGGGAC
GAAGACGAAAACAATGCATTGCAGTTTTCCTTTCGTTCGCGCTTCAAACTCTTCTTTCGACCCAGCCAGTTGAAG
AGTGTCGATTCGGCTGCCGGGAAACTTCAATGGAAGTTTCTGGAGTCAGGGGGAGCAGGAAAAAAGACCGTAGTA
CAGGTAAATAATCCGACGCCTTACTACGTTTCGTTCGCCAGCGTCGAATTGATTGTCGATGGCCGTGTCATGTCC
GTGGGAAAGGGAATGGTCGCGCCATTCTCGACGAAGGAGTTCGACTGGCAGGGAAATCCGAAGAACATGGAAGCC
GCTTCCGTCAGATACGAAGTCATCAACGATTACGGTGGCCGCAATACCCACGATAGGGCACTCGGCAAATAA

PA4176 ppiC2
ATGGCCCGAGCCACTGCCCGCCACATCCTGGTTTCCAGCGAAGCCAAGTGCAACGAACTGAAGACCGCCATCGAA
GGCGGTGCCGACTTCGCCGAAGTCGCCCGCGAGCATTCCTCCTGCCCCTCCGGCCGCGACGGCGGCAACCTGGGE
TCGTTCGGCCCCGGCCAGATGGTCCGCGAGTTCGACCAGGTGGTCTTCAGCGCGCCGCTGAACGTGGTCCAGGGG
CCGGTGAAGACCCAGTTCGGCTACCACCTGCTGGAAGTCACCAGCCGCCAGGACTGA

PA4385 groEL

ATGGCTGCCAAAGAAGTTAAGTTCGGCGATTCCGCTCGCAAGAAAATGCTGGTCGGCGTGAACGTGCTGGCCGAT
GCCGTCAAGGCCACCCTCGGCCCGAAAGGCCGCAACGTGGTTCTGGACAAGTCCTTCGGCGCTCCGACCATCACC
AAGGACGGCGTTTCCGTCGCCAAGGAAATCGAGCTGAAAGACAAGTTCGAGAACATGGGCGCGCAACTGGTGAAA
GACGTTGCCTCCAAGGCCAACGACGCTGCCGGTGACGGCACCACCACCGCGACCGTCCTGGCCCAGGCCATCGTC
AACGAAGGCCTGAAGGCCGTTGCCGCCGGCATGAACCCGATGGACCTGAAGCGTGGCATCGACAAGGCCACCGTG
GCTATCGTCGCCCAGCTGAAAGAGCTGGCCAAGCCCTGCGCCGACACCAAGGCCATCGCCCAGGTAGGCACCATC
TCCGCCAACTCCGACGAGTCCATCGGCCAGATCATTGCCGAAGCCATGGAAAAAGTCGGTAAAGAAGGCGTGATC
ACCGTCGAGGAAGGCTCGGGCCTGGAAAACGAACTGTCCGTCGTCGAAGGCATGCAGTTCGATCGCGGCTACCTG
TCCCCCTACTTCGTGAACAAGCCGGACACCATGGCTGCCGAGCTGGATAGCCCGCTGCTGCTGCTGGTCGACAAG
AAGATCTCCAACATCCGCGAAATGCTGCCGGTGCTGGAAGCCGTCGCCAAGGCCGGCCGTCCGCTGCTGATCGTC
GCCGAGGACGTCGAGGGCGAAGCCCTGGCCACCCTGGTGGTGAACAACATGCGTGGCATCGTCAAGGTCGCGGCT
GTCAAGGCTCCGGGCTTCGGCGATCGCCGCAAGGCCATGCTGCAGGACATCGCCATCCTCACCGGCGGTACCGTG
ATCAGCGAAGAAGTCGGCCTGAGCCTGGAAGGCGCTACCCTGGAGCACCTGGGCAACGCCAAGCGCGTCGTGATC
AACAAGGAAAACACCACCATCATCGATGGCGCCGGTGTGCAGGCTGATATCGAAGCCCGCGTCCTGCAGATCCGC
AAGCAGATCGAGGAAACCACTTCCGACTACGACCGCGAGAAGCTGCAAGAGCGCCTGGCCAAGCTGGCCGGCGGT
GTTGCCGTGATCAAGGTAGGCGCTGCCACCGAAGTCGAGATGAAAGAGAAGAAAGCCCGCGTCGAAGACGCCCTG
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CACGCTACCCGTGCAGCGGTGGAAGAGGGCGTGGTTCCCGGCGGCGGCGTAGCCCTGGTTCGTGCCCTGCAAGCC
ATCGAAGGCCTGAAGGGTGACAACGAGGAGCAGAACGTCGGTATCGCCCTGCTGCGTCGCGCCGTCGAATCGCCG
CTGCGCCAGATCGTGGCCAACGCCGGCGACGAGCCGAGCGTAGTGGTCGACAAGGTCAAGCAGGGTTCCGGCAAC
TACGGCTTCAACGCTGCTACCGGCGTGTACGGCGACATGATCGAGATGGGCATCCTGGACCCGGCCAAGGTCACT
CGTTCCGCTCTGCAGGCTGCGGCCTCCATCGGCGGTCTGATGATCACCACCCAAGCCATGGTTGCCGAGATCGTG
GAAGACAAGCCGGCCATGGGCGGCATGCCTGACATGGGCGGCATGGGCGGCATGGGCGGCATGATGTAA

PA4386 groES
ATGAAGCTTCGTCCTCTGCATGATCGCGTCGTTATCCGTCGCAGCGAGGAAGAGACCAAGACCGCAGGCGGCATC
GTGCTGCCGGGTTCCGCCGCCGAGAAGCCGAACCGCGGTGAAGTGGTAGCCGTAGGTACCGGTCGTGTACTGGAC
AACGGCGAAGTGCGCGCTCTGGCAGTGAAGGTGGGCGACAAGGTGGTCTTCGGGCCTTACTCCGGCAGCAACGCC
ATCAAGGTCGATGGCGAGGAACTGCTGGTGATGGGCGAGTCCGAAATCCTCGCCGTCCTGGAAGACTGA

PA4558
ATGGCTGAGTCGACCCGCATTGGCCAGGAGAGCCGCGTCACCCTGCATTTCGCCCTCAAGCTGGAGGACGGCAAC
GTCGTCGACAGCACCTTCGACAAGCAGCCGGCCTCGTTCAAGGTCGGCGACGGCAACCTGCTGCCGGGCTTCGAA
CAGGCGCTGTTCGGCTTGAAGGCTGGCGACAAGCGCACCCTGAGCATTCTTCCCGAACAGGGCTTCGGCCAGCCG
AATCCGCAGAACGTGCAGATCATGCCGCGCGACCAGTTCCAGGACATGGAGCTGGCCGAGGGCCTGCTGGTGATC
TTCAACGACGCGGCCAAGACCGAACTGCCGGGCGTGGTCAAGGCGTTCCGATGAGCAGCAGGTTACCGTCGACTTC
AATCATCCGCTGGCCGGCAAGACCCTGGCCTTCGAAGTCGAGATCATCGACGTCCAGCCGGCCTGA

PA4572 fkIB
ATGAGCGAACTCAACCTGACCACTGACGAAGCCCGTGTCAGCTACGGCATCGGCCGTCAACTGGGCGACCAACTG
CGCGAGAATCCGGTTCCGGGCATGACCCTGGACGCAGTCCTGGCCGGCCTGTCCGATGCGTTCGCAGGTATCGAC
AGCCGGGTTTCCGGCGAGGCGCTGTCGGCCAGCTTCCAGGTGATCCGCGAGCGCATGCAGGCCGAAGCCCAGGCC
AAGGCCGAAGCCGCCGCTGGCGAAGGCCGCGCCTACCTGGCCGAGAACGCCAAGCGCGAAGGCGTGACCGTGLTG
CCCTCGGGCCTGCAGTTCGAAGTGCTGAGCACTGGCGAGGGCGCCAAGCCTTCCCGCGAGGATACCGTGCGCACC
CACTACCACGGCACCCTGATCGACGGCACCGTATTCGACAGCTCCTACCAGCGTGGCCAGCCGGCCGAGTTCCCG
GTGGGCGGCGTGATCGCCGGCTGGGTCCGAAGCGCTGCAACTGATGAACGCCGGCTCCAAGTGGCGCCTGCACGTA
CCGAGCGAACTGGCCTATGGCGGCCAGGCCGTCGGCAGCATTCCCCCGCACAGCGTGCTGGTGTTCGACGTCGAA
CTGCTGGAAATCCTCTGA

PA4651
ATGCCCAGTCCACACCTACCTCTCCGCCCCAGCCGCTGGCTTGCGGCGCTGCTGGCGCTGCTCCTGGGCGGCCCG
GCACAGGCCGCCAGTGCGGTGCTGATCTGGCCGATCAACCCGGCCATCGAAGCCGACCAGCCGGCCACGGCGCTG
TGGCTGGAGAATCGCGGCAAGCAACCGGTGACCCTGCAGGTGCGCGTGCTCGGCTGGTCCCAGGCGGATTTCCAA
GACGTCTATCGCAACCAGCAGGCAGTGATTCCCAGCCCGCCCTTCGTCAAGGTCGAGCCGGGCCGCCGGCAACTG
GTCCGGCTGATCCGCCAGGGCGGCCAGCCCAGCACGCCGGAGGACGCCTACCGGGTGCTGATCGACGAAGTGCCC
GACGGCGACGCGGGGCAGACGCAACGAAGCCCCGGTCTCGCCCTGCAGTTCCAGATGCGCTATTCGGTACCGCTG
TTCGTCAGCGCCGACGGCGTCTGGACCCAGCCGCGTAGCGATGTCGAGCGCGACCCGGCCGACGCGACCCGGLCCE
AAGCTGGCCTGGCGGCTGGTCGAGGAACAGGGCAAGCGTTACCTGCAGGTGCGCAACGAGGGTAGCGTGCACGCC
CGCCTCAGCCATGTCCGCTGGGAGGGCAACGGCCGCAGCCTGGCGCTGCTGGACGGCCTTCTCGGCTACGTGCTG
CCCGGCCGGCAGATGCGCTGGCCGCTGCCGCCGGGGCTGCTGCCGGACTCCGGCATGACCCTGAAACTGCAACTG
GCGGACAACGACGCGCCGATCAGCGTTCCCGGGTACTGA

PA4760 dnaJ

ATGGCGAAACGAGACTTTTACGAGGTTCTGGGGGTTGAGCGTGGCGCCAGCGAGGCGGACCTGAAGAAGGCCTAC
CGCCGCCTGGCGATGAAATACCACCCGGACCGCAATCCTGGCGACAAGGAAGCCGAGGACAAGTTCAAGGAGGCC
AACGAGGCCTACGAGGTCCTCTCCGATGCCAGCAAGCGGGCGGCCTACGACCAGTACGGCCATGCCGGCGTCGAT
CCGAATATGGGTGGGGGCGCTGGCGCCGGTTTCGGCGGGGCGAGCTTCTCCCGACATCTTCGGCGATGTGTTCAGC
GATTTCTTCGGTGGCGGCGGTGCCCGCGGTGGCTCGCGCGGCGGCGCGCAGCGCGGCGCGGACCTGCGCTACACC
CTGGACCTCGACCTGGAGGAGGCGGTACGTGGCACCACCGTCACCATCCGCGTGCCGACCCTGGTCGGTTGCAAG
ACCTGCAACGGCAGCGGCGCCAAGCCCGGCACCACACCGGTCACCTGCACCACTTGCGGCGGTATCGGCCAGGTG
CGCATGCAGCAGGGCTTCTTCTCGGTCCAGCAGACCTGCCCGCGCTGCCACGGCACCGGCAAGATGATTTCCGAT
CCCTGTGGCTCCTGCCATGGGCAGGGGCGCGTGGAAGAGCAGAAGACCCTGTCGGTGAAGGTGCCGGCCGGCGTC
GACACCGGCGACCGCATCCGCCTCACCGGCGAAGGCGAGGCCGGCAGCATGGGTGGTCCGGCGGGCGACCTGTAC
GTGGTGGTCAATGTGCGCGAGCACCCGATCTTCCAGCGCGACGGCAAGCATCTGTACTGCGAAGTGCCGATCAGT
TTCGCCGACGCTGCGTTGGGTGGCGAGCTGGAAGTGCCGACCCTGGATGGCCGGGTCAAGCTGAAGATTCCGGAA
AGCACCCAGACCGGCAAGCTGTTCCGCCTGCGCGGCAAGGGCGTGGCCCCGGTGCGCGGCGGCGGCGCCGGCGAC
CTGATGTGCAAGGTGGTGGTGGAAACCCCGGTGAACCTGGACAAGCGCCAGCGCGAGCTGCTCGAGGAGTTCCGC
AAGTCGTTGCAGAGCGACACCTCGCATTCGCCCAAGGCCAGTGGCTGGTTCGAAGGCATGAAGCGTTTCTTCGAC
GATCTATAA
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PA4761 dnaK
ATGGGCAAAATCATTGGCATCGACCTGGGTACCACCAACTCCTGCGTGGCTATCCTGGAGAACGGTAACGTCAAG
GTCATCGAGAACGCCGAGGGCGCGCGTACCACCCCCTCGATCATCGCCTACACCAACGATGGCGAAACCCTGGTG
GGCCAGCCGGCCAAGCGCCAGGCGGTCACCAACCCGCAGAACACCCTGTATGCGGTGAAGCGCCTGATCGGCCGT
CGCTTCGAAGAGAACGTGGTTCAGAAAGACATCCAGATGGTGCCGTACAGCATCGTCAAGGCCGACAACGGCGAC
GCCTGGGTGGAAGTGAAGGGCCAGAAGATGGCGCCTCCGCAGATTTCCGCCCAAGTGCTGAAGAAAATGAAGAAG
ACCGCCGAAGACTACCTCGGCGAGCCGGTCACCGAAGCGGTGATCACCGTTCCGGCCTACTTCAACGACAGCCAG
CGCCAGGCCACCAAGGACGCCGGCCGCATCGCCGGCCTCGACGTCAAGCGGATCATCAACGAGCCGACCGLCGGLG
GCGCTGGCCTACGGCCTGGACAAGGCCAAGGGCGACCACACCGTGATCGTCTATGACCTGGGCGGCGGTACCTTC
GACGTGTCGGTGATCGAGATCGCCGAAGTCGACGGCGAGCACCAGTTCGAAGTGCTGGCCACCAACGGCGACACC
TTCCTCGGCGGCGAAGACTTCGACATCCGCCTGATCGACTACCTCGTCGACGAGTTCAAGAAGGAAAGCGGCATC
AACCTGAAGGGCGACCCGCTGGCCATGCAGCGTCTGAAGGAAGCGGCCGCAGAAAGCCAAGATCGAGCTGTCCTCG
ACCCAGCAGACCGACGTCAACCTGCCGTACGTGACTGCCGACGCGAGCGGTCCGAAGCACCTGAACGTCAAGGTT
TCCCGCGCCAAGCTGGAGTCCCTGGTCGAAGACCTGGTGCAGCGCACCATCGAGCCGTGCCGCACCGCGCTGAAG
GATGCCGGCCTGGATGTTTCCGATATCCATGAAGTGATCCTGGTCGGCGGCCAGACCCGCATGCCGCTGGTACAG
AAGACCGTTGCCGAGTTCTTCGGCAAGGAAGCGCGCAAGGACGTCAACCCGGACGAAGCCGTGGCTGTCGGTGCC
GCCATCCAGGGCGCGGTCCTGGCCGGCGACGTGAAGGACGTGCTGCTGCTCGACGTGACCCCGCTGACCCTCGGC
ATCGAGACCCTGGGCGGCGTGATGACCGGTCTGATCGAGAAGAACACCACCATCCCGACCAAGAAGTCGCAGGTG
TTCTCCACCGCCGACGACAACCAGGGCGCGGTGACCATCCACGTGCTGCAGGGCGAGCGCAAGCAGGCCGCGCAG
AACAAGTCGCTGGGCAAGTTCGACCTGGCCGACATTCCGCCGGCTCCGCGCGGCGTGCCGCAGATCGAGGTGACC
TTCGATATCGATGCCAACGGCATCCTGCACGTCTCGGCGAAGGACAAGGCCACCGGCAAGCAGCAGTCCATCGTG
ATCAAGGCATCCTCCGGCCTGTCCGAGGATGAGATCCAGCAGATGGTCCGCGATGCCGAGGCGAACGCCGAGGAG
GACCGCAAGTTCGAGGAACTGGCTGCCGCTCGCAACCAGGGCGACGCGCTGGTCCACGCGACCCGCAAGATGATC
ACCGAGGCGGGCGACAAGGCCACCGCCGCAGGACAAGGCGACCATCGAGAAGGCGCTGGGCGAGCTGGAAGCGGCG
GTGAAGGGCGACGACAAGGCCGAGATCGAGGCCAAGATGAACGCTCTGTCCCAGGCTTCCACCCCGCTGGCGCAG
AAGATGTACGCCGAACAGGCCCAGCAGGGCGAAGACGCTCCCCAGGGCGAGCAGGCGAAAGCCGCTGACGACGTG
GTGGACGCCGAGTTCGAAGAGGTCAAGGACAACAAGTAA

PA4762 grpE
ATGGCTGACGAACAGCAGACCCTGGATCAACAGACCCCCGAGCAGCCCACCGGCGCCGCCGAGGACCTGACCGEC
CGCGTGCAGGAACTGGAGGAGCAGCTGGCTGCCGCCCAGGACCAGGCGCTGCGCATGGTCGCGGATCTGCAGAAC
GTACGCCGGCGTGCGGAGCAGGATGTCCGAGAAGGCGCACAAGTTCGCGCTGCAGAAATTCGCCGGCGACCTGCTG
GCGGTGGTCGACACCCTCGAGCGCGGCCTGGAGATGTCCGATCCCAACGACGCAGGCGATCAAGCCGATGCGCGAA
GGGATGGAACTGACCCTGAAGATGTTCGACGACACCCTGCGCCGCTACCAGGTGGAGGCGCTGAACCCGGAAGGC
GAGCCTTTCAACCCCGAGCAGCACCAGGCGATGGCCATGCAGGAAAGCGCTTCGGCCGAGCCGGGCAGTGTCCTC
AAGGTGTTCCAGAAAGGCTACCTGCTCAACGGCCGCCTGCTGCGTCCGGCGATGGTGGTAGTCAGCAAGGCGCCG
GCGGAAACCCCGCCGTCCATCGACGAGCAGGCTTGA

PA4845 dipZ
ATGCGCCGCCTGCTGACCCTGATCCTCCTGCTGGTCGCCCTGCCCGCCGGCGCGGGCCTGTTCGACAGCCGTCCC
GGCGCCTCCCTCGGCGGCGGCCTCGATGGCGGTGGCTTCCTCAAGGTCGACCAGGCGTTCAAGCCCAGCGTCGAG
CGCAGCGACGCGCAGCACGTGCTGCTGCGCTTCGTCAACGCCGAGGGCTACTACCTCTACCGCCACCGCTTCCAG
TTCAAGGTCGAGCCAGCCCAGGTCAGCCTCGGCCAGGTGCAGCTGCCGGCGGGCAAGCAGCACCACGACGAGTAC
TTCGGCGATACCGAGGTCTACTACAACATCGTCGACCTGGAGATTCCCCTGAACAACCCGGCCCGGCAGCCCTAT
ACCCTCGTGGTGACGTACCAGGGCTGCGCCGACAAGGGCCTCTGCTACCCCCCGGAAACCAGGCGCTTCGACATC
GACGGCGGTGCCGCGACGCCAGCCGCGAGCGACGCGGCCGGCAAGGGCCCGCTCCGAGCACAAGGGCAAGCGCAGC
CTGCTGTTCTTCTTCCTCGCCGGCCTGACCCTGACCTTCACCCCCTGCGTGCTGCCGATGCTGCCGATCCTCTCC
GGAGTGGTCCTGCGCGGCCGGCCGGGCGGTGGTCGCGGCTTCGTCCTGTCGCTCGCCTACGTGCTGCCGATGGCG
CTCTGCTTCGCCCTGCTCGGCGCGCTGATGGGCATGTTCGGCGCCAGCCTCAATCTCCAGGCGCAATTGCAGTCG
CCCTGGGTACTGGTGCCATTCGCGGCGTTCTTCGCGCTGTTCGCCGTGGCCATGTTCGGCTTCTTCGAGCTGCGC
CTGCCCGGCTTCATCCGCGAACCGCTCGACCGCCTGGCCGGCGATGCGCGCGGCGGCTCGATCCTCGGLGLGGLL
ACCCTCGGCGTGCTTTCCAGCCTGCTGGTCTCGCCCTGCGTCTCCGCCCCGCTGGCCGCCTCGCTGCTCTATATC
AGCGCCAGCGGCGATGCCTGGGGGGGCGGCCTGCAACTGTTCGCCCTCGGCCTGGGCATGGGTACGCCGCTGGTG
GTGTTCGGCGCCGGCGGCGGCGCCCTGCTGCCCAAGAGCGGAGCCTGGATGAACGGCGTGCGCAACGCCTTCGGC
GTGCTGTTGCTGGCGGTCGCCGTGTGGCTGCTGGAGCGGGTGGTGTCCGGCCCGGTGGCGCTGATGCTCTGGGGC
ATGCTCGCCGGCGGCGCCGGCCTGGCCCTGGGCGCCCTCGAATTCACCCCGAAGAGCGCCGCACGCCGCCTGLTG
CAACTGCTTGGCCTGATGTTCCTGACCTACGCGGTGGCCGCCTGGATCGGCGCCCTGCAGGGCGAGTCGGACCCG
ATCCATCCGCTGGGCCGCTCGGTGCCGTCGATCCATGCCGGGCCGCCGAGCACGCCCGGCGAATGGCAGAACCTG
ACCACCCCGGCGCAGTTGGACGCCGCCCTGGCCGAGGCACGTCAGGCCGGCAAGCCGGTGCTGCTGGACTGGTAT
GCGGACTGGTGCATCAGTTGCAAGGTCATCGAGCGCCAGGTTCTCACCGATCCCACGGTGCAGGCACGACTGCCG
GCCTACCGCCTGCTGCGCTTCGACATCACCGAAAGCAACCCGGCCCAGCGCGGCCTGCTGGACCGCTACAACCTG
TTCGGTCCGCCGGCGATCCTGTTCTTCGCCCCGGGCGGTGACGAATGGAGCGACTTGCGCGTCATCGGAGAGATC
GACGCCGCCGGGCTCGCCGAACGACTGCGCCGGGCCGCTACCCGGCAGTGA
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PA4873
ATGAACCCGAGCACCGCCGCCCGCGCCCTGGGCATCGATTTTGGCACCTCCAACTCCACCGTCGGCTGGTGGCGG
CCGGAGGTCGAACCGCTGATCGAGCTGGAGGACGGCAAGATCACCCTGCCCTCGGTGGTGTTCTTCAACGTCGAG
GAGCGCCGCCCGGTCTACGGCCGCCAGGCGCTCGGCGAGTACCTGGAGGGCTACGCGAGGGCCGGCTGATGCGCTCG
CTGAAGAGCCTGCTGGGCTCCAAGCTGCTGAAGAGCGAGACCACCGTGCTCGGCAGCGCCCTGCCGTTCAAGGAC
CTGCTCGGCCTGTTCATCGGCCAGCTCAAGGCGCGCGGCCAGGCCGCCGCCGGGCAAGCCTTCCACGCGGTGGTG
CTGGGTCGCCCGGTGTTCTTCGTCGACGACGACCCGGAGGCCGACCGCGAGGCCCAGGACACCCTGGTGCAGGTG
GCCAACAAGCTCGGCTTCAAGGAGGTTTCCTTCCAGTACGAACCGATCGCCGCGGCCTTCGACTACGAGCGCTGC
ATCCAGCGCGAGGAACTGGTCCTGATCGTCGACATCGGCGGCGGCACCTCGGACTTCTCCCTGGTGCGCCTGGCG
CCGGAGCGGCGCAACCTGGCCGAGCGCCAGGACGACATCCTGGCCACCGGCGGCGTGCACATCGGCGGTACCGAC
TTCGACAAGCAGCTCAGCCTGGAAGGCGTGATGCCGCTGTTCGGCTACGGCAGCCGGATGAAGAGCGATGCCTTC
ATGCCCACCAGCTACCACCTGAACCTGGCCACCTGGCACACCATCAACGCGGTGTACGCGCAGAAGTCGCAATTG
GCGCTGAAGAACATGCGCTACGACATCGTCGACAGCACCGGCATCGACCGCCTCTTCAGGCTCATCGAGGAACGC
GCCGGGCACTGGCTGGCGATGCAGGTGGAAGACAGCAAGATCCGCCTGACCGAAACCGAGCGCCTGCACCTCTCG
CTGGAGCGCATCGAGGCCGGGCTCGGCGTGGAGCTGACCCGTGGGCTGTTCCGAGAACGCCGTCGACGGACTGCTG
GAGCGCGTGCGCAACAGCGTCGCGCAACTGCTGGCCTCGGCCGGGGTCGACCCGGACCGGGTCGACACGGTGTTC
TTCACCGGCGGTTCGAGCGGCATTCCGGCGCTGCGCCGGAGCGTCTCGGCGATGCTGCCCAACGCCCGTCATGTC
GAGGGCAACCTGTTCGGCAGCATCGGCAGCGGCCTGGCCATCGAGGCGAAGAAGCGCTACGGCTGA

PAS5053 hslV

TTGACCACCATCGTATCTGTCCGCCGCAACGGCAAAGTCGTCATGGGCGGCGACGGCCAGGTTTCCCTGGGCAAC
ACCGTGATGAAAGGCAACGCCAAGAAGGTCCGGCGCCTGTATCACGGTCAGGTACTGGCCGGTTTCGCCGGCGCC
ACCGCCGATGCCTTCACCCTGTTCGAGCGCTTCGAGCAGCAATTGGAGAAACACCAGGGGCACCTGGTCCGCGCC
GCCGTCGAACTGGCCAAGGACTGGCGCACCGACCGCTCCCTGAGCCGCCTCGAAGCCATGCTCGCGGTCGCCAAC
AAGGATGCCTCGCTGATCATCACCGGCAACGGCGACGTGGTCGAACCCGAACACGGCCTGATCGCCATGGGCTCC
GGCGGCGGCTTCGCCCAGGCCGCGGCCCTGGCCCTGCTGCAGCACAACGCCCAGCTGAGCGCTCGGGAAGTCGCC
GAGACCGCGCTGAACATCGCCGGCTCGATCTGCGTCTTCACCAACCAGAACCTGACCATCGAGGAGCTGGACAGC
GCCGTCTGA

PA5054 hslU
ATGTCCATGACGCCCCGCGAGATCGTCCACGAACTCAACCGCCACATCATCGGCCAGGACGACGCCAAGCGLGCC
GTCGCCATCGCCCTGCGCAACCGCTGGCGACGCATGCAACTGCCGGCCGAGCTGCGCGCCGAGGTAACACCGAAG
AACATCCTCATGATCGGCCCCACCGGCGTCGGCAAGACCGAGATCGCCCGCCGCCTGGCGCGCCTGGCGAACGCG
CCGTTCATCAAGGTCGAGGCGACCAAGTTCACCGAGGTCGGCTATGTCGGACGCGACGTCGAATCGATCATCCGC
GATCTCGCCGACGCCGCGGTGAAGATGCTCCGCGAACAGGAGATCCAGAAGGTCAAGTATCGCGCCGAGGACGCC
GCCGAAGAGCGCATCCTCGATGCCCTGCTGCCGGCCGCGCGTCCCGCCATGGGCTTCGGCGACGAGCCGGCACGC
GAGGACAGCAACACCCGCCAGCTGTTCCGCAAGCGCCTGCGCGAAGGCCAGCTGGACGACAAGGAAATCGACATC
GAGGTGGCCGACAACCCGGCCGGCGTGGAGATCATGGCCCCGCCCGGCATGGAGGAGATGACCAACCAGTTGCAG
AACCTGTTCTCCGGCATGAGCAAGGGCAAGAAGAAGACCCGCAAGCTGAAGGTCGCCGAGGCCCTGAAGCTGATC
CGCGACGAAGAGGCGGTGCGCCTGGTCAACGAGGAAGAGCTCAAGGCACGCGCCCTGGAGGCGGTCGAGCAGCAC
GGCATCGTCTTCATCGACGAGATCGACAAGATCGCCAAGCGCGCCAACGCCGGCGGCGCCGACGTCTCCCGCGAG
GGCGTACAGCGCGACCTGCTGCCGCTGATCGAGGGCTGCACGGTGAACACCAAGCTGGGCATGGTCAAGACCGAC
CACATCCTGTTCATCGCCTCCGGCGCCTTCCACCTGAGCAAGCCGAGCGACCTGGTTCCCGAGCTGCAGGGCCGC
CTGCCGATCCGCGTGGAGCTCAAGGCCCTCAGTCCGAACGATTTCGAGCGCATCCTCACCGAGCCGCATGCCTCG
CTCACCGAGCAGTACCGCGAGCTGCTGAAGACCGAGGGGCTGGCCATCGAGTTCGCCGAGGACGGCATCAAGCGC
CTTGCCGAGATCGCCTGGCAGGTCAACGAGAAGACCGAGAACATCGGTGCCCGCCGCCTGCATACGCTGCTCGAG
CGGCTGCTGGAAGAGGTCTCGTTCAGCGCCGCCGACCTGGCCAGCGAGCATAGCGACAAGCCGATCCTGATCGAT
GCCGGCTACGTCAACAGCCACCTCGGCGAGCTGGCCGAGGACGAGGACCTGTCCCGCTACATCCTTTGA

PA5128 secB
ATGACCGAGCAAGCTACCAACGGCGCTGCCGACGAGCAGCAACCCCAGTTCTCCCTGCAGCGCATCTACCTGCGC
GACCTGTCGTTCGAGTCGCCGAAGTCACCGGAAATCTTCCGCCAGGAATGGAACCCGTCCATCAGCCTGGACCTG
AACACTCGCCAGAAGCAGCTGGACGGCGACTTCTACGAAGTGGTCCTGACCGTATCGGTGACCGTGAAGAACGGC
GAGGACACCACTGCCTTCATCGCCGAAGTGCAGCAGGCCGGCATCTTCCTGATCAAGAACCTCGATCCGTCGAGC
ATGAGCCATACCCTTGGCGCGTTCTGCCCGAACATCCTCTTCCCGTACGCTCGCGAAGCCCTGGACAACCTGGTG
GTACGCGGTTCGTTCCCGGCGCTGATGCTGTCGCCGGTGAACTTCGACGCCCTCTACGCCCAGGAAATCGCCCGC
ATGCAGGCCTCCGGCGAGATCCCGACGCCGTCGGTCCAGTAA

PA5193 yrfl

ATGTCCCATTCAGATCAGAGCCAGCGTTTCCTTTTCGACGATACCGACGTGCGCGGCGAGATGGTCGATCTCGAG
CGCAGCTACAGCGAAGTGCTGGCCAAACATCCCTATCCGGAACCGGTCGCGCAGCTGCTCGGGGAGATGCTCGEG
GCGGCCTCGCTGCTCTGCGGCACGCTCAAGTTCGACGGCCTGCTGGTATTGCAGGCGCGCTCCAGCGGCGCGGTT
CCGCTGTTGATGGTGGAGTGTTCCAGCGACCGCCAGGTGCGTGGCCTGGCCCGCTATTCGGCGGAGTCCATCGGC
GCCGACGCCGGCATGCAGGAACTGATGCCCGAAGGCGTGCTGACCCTCACCGTGGACCCGGTCAAGGGCCAGCGC
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TACCAGGGGATCGTCGCCCTGGAGGGGGTGAACCTGGCGGAATGCCTGTCCAACTACTTCGCCAGCTCGGAACAG
CTGCCGACCCGTTTCTGGCTCAACGCCAACGGCCGCCGTGCCCGCGGCCTGCTGCTGCAGCAGCTTCCCGCCGAC
CGCCTGAAGGACCCCGAGGCCCGCGAGGCCAGTTGGCAGCACCTGACCACCCTGGCCGACACGCTGACCGCCGAA
GAGCTGCTGGCGCTGGACAACGAGACCGTCCTGCACCGCCTCTACCACGAGGAAACCGTGCGCCTGTTCGAGCCG
CAACCGCTGGTCTTCCATTGCAGTTGCTCGCGGGAACGTTCGGCCAACGCCCTGGTCAGTCTCGGGCAGGCCGAC
TGCGAGCGGCTGCTCGAGGAGGAAGAAGGCTCGATCAGCATCGACTGCCAGTTCTGCAACCAGCGCTACCTGTTC
GACGCCTCCGACGTCGCCCAGTTGTTCGCTGGCGCTGGCAGCCAGGGGCCTTCCGAGACCCGCCACTGA

PA5195
GTGAGCGAGAAAGACGACGACAAGGTGCGCCTGGACAAGTGGCTCTGGGCGGCGCGCTTCTTCAAGACCCGGGCG
CTGGCCAAGGCCGCGATAGAGGGCGGCAAGGTGCATTGCCGGGGCGAGCGGTGCAAGCCCAGCAAGGAACCCAGG
GTAGGGGAGGAGTTGACCATTCGTACGGGCTTCGACGAGCGAACCGTGACCATTCGCGCGCTTGCCGTAGTCCGT
CGTGGCGCGCAGGAGGCCCAGGCTCTCTACGAGGAAACCGCGGACAGCGTGGAAAGCCGCGAGCGLCGLCGGLGGLL
ATGCGCAAGGCCGGGGCGCTGGGCGTACAGACCGAGGGGCGGCCGAGCAAGAAGCAGCGGCGGCAGATCCACCAG
TTGCGCGGCGGCCAGGACTGA

PA5254
ATGCCGCGCCGCCTTTTCATCGGTCTTTTTCTACTGCCGCTGCCGCTTTTCGCCGCGCCTCCCAAGGACGAACTG
GCCTATGCCGTAGGCGCCCGCCTGGGTATGCGCCTACAGCAGGAAATGCCCGGCCTAGAGCTATCCGAGCTACTT
CTCGGACTGCGCCAGGCCTATCGCGGCGAGGCACTTGAAATCCCCCCCGAACGCATCGAACAACTTCTGCTGCAA
CACGAGAACGCCACGACGGAAACACCGCGGACCACACCCGCCGAGGCCCGCTTCCTGGCCAACGAAAAAGCCLCGC
TTCGGCGTCCGCGAATTGACCGGCGGCGTCCTCGTCAGCGAATTACGTCGTGGCCAAGGTAACGGCATCGGCGCG
GCAACCCAGGTACACGTCCGTTACCGCGGCCTGCTTGCCGACGGTCAAGTGTTCGACCAGAGCGAAAGCGCCGAG
TGGTTCGCCCTGGACAGTGTGATAGAGGGATGGCGGACAGCGTTGCGAGCGATGCCTGTCGGCGCGCGCTGGCGA
GTGGTGATTCCTTCGGCGCAAGCCTATGGTCACGAAGGCGCTGGCGACCTGATCCCGCCCGACGCTCCGCTGGTC
TTCGAGATCGACCTGCTGGGCTTCCGCTGA

PA5256 dsbH
ATGCCCCTGGCCAGCCCCCGTCAGCTTTTCCTTCTCGCGTTCCTGGCCTGCGTCGCCATCATGGGCGGGGCGCTG
TACCTGGAACATGTGGTTGGCCTGGAGGCCTGCCCGCTGTGCGTCGTGCAGCGGATCTTCTTCATCCTGATCGGC
CTGACCTGCCTTGCTGGCGCGATCCAGGGGCCCGGCCTGCGTGGGCGGCGTATCTACTCCGTGCTGGTGTTCCTG
CTCGCTCTCGGCGGCGGGGCCACGGCCGCCCGCCAGGTATGGTTGCAGACCGTTCCGCTGGACCAACTGCCGGLCC
TGCCTGCCCAGCCTCGACTACATGATGCAGGCGCTTCCCTTCCAGGAAGTGATCCGCCTGGTCCTGCATGGCACC
GCGGATTGTGCCCAGGTGAGCTGGACGCTATTCACCCTGAGCATTCCCGAATGGAGCCTGCTGGCGTTCGTTGCC
TATCTCGGCTTCTCCATCGTGCAGTTCCTCCGACGTGCCTGA

PA5489 dsbA
ATGCGTAACCTGATTCTCACCGCCATGCTGGCCATGGCCAGCCTGTTCGGCATGGCCGCCCAGGCCGACGACTAT
ACCGCCGGCAAGGAATACGTCGAGCTGAGCAGCCCGGTGCCGGTGTCCCAGCCGGGCAAGATCGAAGTGGTGGAA
CTGTTCTGGTATGGCTGCCCGCATTGCTACGCGTTCGAGCCGACCATCGTGCCGTGGAGCGAGAAGCTGCCGGCA
GATGTCCATTTCGTGCGCCTGCCTGCCCTGTTCGGCGGTATCTGGAACGTCCATGGGCAGATGTTCCTGACCCTG
GAAAGCATGGGTGTCGAGCATGACGTACACAACGCCGTGTTCGAGGCGATCCACAAGGAGCACAAGAAGCTCGCC
ACTCCGGAAGAAATGGCCGATTTCCTCGCCGGCAAGGGCGTGGACAAGGAAAAATTCCTGAGCACCTATAATTCC
TTTGCCATCAAGGGCCAGATGGAAAAGGCCAAGAAGCTGGCGATGGCCTACCAGGTCACCGGCGTACCGACCATG
GTGGTCAATGGCAAATATCGCTTCGACATCGGCTCCGCCGGTGGTCCGGAGGAAACCCTCAAGCTGGCCGACTAC
CTGATCGAGAAAGAGCGCGCAGCGGCCAAGAAGTAG
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Tabelle G-1:  Ubersicht der verwendeten Primer zur Isolierung der identifizierten Gene von
Faltungsmodulatoren aus dem Bakterium P. aeruginosa.

Name Primersequenz Name Primersequenz
PA0499up |CACCATGGTTCTTGCATCGATATTCG PA0499dwn |TCATGGGTGTTTGGCGTTGGT
PA0538up |CACCTTGAGCGCTCTCCTCAAGCC PA0538dwn |TCAGGCGGTGCGGCGGCC
PA0594up |CACCGTGAAGATCAAGCTATGTAACCG PA0594dwn |TCACTGCTTGATTTCCACGTAGGCC
PA0699up |CACCATGCGGCCGGCATTTCGT PA0699dwn |TCAGTGCAGTTCCGCCAGGGTCT
PA0837up |CACCATGCAGATCGCGGCCAAC PA0837dwn |TCAGTGGTGGTGACCGCCTTCG
PA1068up |CACCGTGGCAGAATCCCGCAC PA1068dwn |TTATTGCTCCAGCAGGCGCTTC
PA1481up |CACCTTGAAACGAGCGATTCTGC PA1481dwn |TCATCGGGCCTCCGGCTC
PA1596up |CACCATGAGCGTGGAAACCCAAAA PA1596dwn |TTAAGCGGACAGCTCCACCAGC
PA1793up |CACCATGATCAAGCTGCATACCAACC PA1793dwn [TCATTCTTCGACGATTTCGGCCT
PA1800up |CACCATGCAAGTTTCTGTTGAAAGCA PA1800dwn |TCAGGCCGCTTGCGGAGCTTC
PA1801up |CACCATGTCTCGCAACTCTTTTAT PA1801dwn |TTAGACGGCCAGGTCGCGC
PA1802up [CACCATGACTGATACCCGCAACG PA1802dwn [TCATGCCTCAGGCGCAGCCT
PA1805up |CACCATGCTGCAGAACATCAGGG PA1805dwn |TCAGTATTTCTCGACTTCCGCCTTG
PA1996up [CACCATGCCCGTCGCCATGGC PA1996dwn [TCAGTCGCGGAAATACACTTCCAGGA
PA2129up |CACCATGCCCAGACATTCGTACC PA2129dwn |TCATGGCGATAGGTCATGACGGA
PA2132up [CACCGTGTCCAGTAGGCGCGC PA2132dwn [TCACTGTAGAGCTTTCCTTTCCTGGC
PA2476up |CACCATGAGACTGCCGCGCAACC PA2476dwn |[TCAGCGCGGACCGAGGATCT
PA2614up [CACCATGCGACTGATCCGCACGT PA2614dwn [TTACTCCTGGATCACGTCGACGCC
PA2725up |CACCATGGCCCTCGGGGCAATATG PA2725dwn |[TCAGCGGCGTTCCAGGGTCA
PA3126up [CACCATGAGCAACGCTTTTTCCCTC PA3126dwn [TTACTGGTTGTCCAGTGCCGGG
PA3221up |CACCATGGACATCATCGAATGGCAGG PA3221dwn |TCAGGCCAGGCGCGCACCGTT
PA3227up [CACCATGCTCAAACGTCTCCTGATC PA3227dwn [TCAGAGGCGTTTGGCGGACA
PA3262up |CACCATGAAACAACATCGGTTGGC PA3262dwn |TTACTTCTTCGCGTCCGCCTTG
PA3365up [CACCATGCCTTTTCTGAGCGACAT PA3365dwn [TCAGCGCCGCACGAAGCG
PA3717up |CACCATGAACGACCGACTGCAGAT PA3717dwn |TCAGTCGTCGCGGGTGAGCAC
PA3737up |CACCATGCGCGTGACCCGTTTTC PA3737dwn |CTATTTGGCCTCCAGCGCCAGC
PA3810up |CACCATGGCCCTACTGCAGATCGC PA3810dwn |TTATTCCTCGATTTCGTTGAGCC
PA3811up |CACCGTGGGTAAACCCTGTCATTTC PA3811dwn |TTAATCGTCGAGTCGCTCTTCCAGC
PA3842up |CACCATGAATCCACTCTACCGCG PA3842dwn [TCAGCGTAGCTCTTCGGCGGC
PA3871up |CACCATGAGTTGCTCCCACTACGA PA3871dwn |CTATTGCACCAGCGCCCCATC
PA4083up |CACCGTGACCGGCGTCGGCC PA4083dwn |CTACGGGTATCTCTCTGCCGGCGC
PA4085up |CACCATGGCGCCGCTAATGCATC PA4085dwn |TTATTTGCCGAGTGCCCTATCGTGG
PA4176up |CACCATGGCCCGAGCCACTGCC PA4176dwn |TCAGTCCTGGCGGCTGGTGACTT
PA4385up |CACCATGGCTGCCAAAGAAGTTAAGT PA4385dwn |TTACATCATGCCGCCCATGCC
PA4386up |CACCATGAAGCTTCGTCCTCTGCAT PA4386dwn |TCAGTCTTCCAGGACGGCGAG
PA4558up |CACCATGGCTGAGTCGACCCGCAT PA4558dwn |TCAGGCCGGCTGGACGTCGATGA
PA4572up |CACCATGAGCGAACTCAACCTGAC PA4572dwn [TCAGAGGATTTCCAGCAGTTCGACG
PA465lup |CACCATGCCCAGTCCACACCTAC PA4651dwn |TCAGTACCCGGGAACGCTGATC
PA4760up |CACCATGGCGAAACGAGACTTTTA PAA4760dwn |TTATAGATCGTCGAAGAAACGCTTCATG
PA4761up |CACCATGGGCAAAATCATTGGC PA4761dwn |TTACTTGTTGTCCTTGACCTCTTCGAAC
PA4762up [CACCATGGCTGACGAACAGCAGAC PA4762dwn [TCAAGCCTGCTCGTCGATGGA
PA4845up |CACCATGCGCCGCCTGCTGAC PA4845dwn |TCACTGCCGGGTAGCGGCCC
PA4873up [CACCATGAACCCGAGCACCGCC PA4873dwn [TCAGCCGTAGCGCTTCTTCGCC
PA5053up |CACCTTGACCACCATCGTATCTGTCC PA5053dwn |[TCAGACGGCGCTGTCCAGCT
PA5054up [CACCATGTCCATGACGCCCCG PA5054dwn [TCAAAGGATGTAGCGGGACAGGTC
PA5193up |CACCATGTCCCATTCAGATCAGAGC PA5193dwn |TCAGTGGCGGGTCTCGGAAG
PA5195up [CACCGTGAGCGAGAAAGACGACG PA5195dwn [TCAGTCCTGGCCGCCGCGCA
PA5254up |CACCATGCCGCGCCGCCTTT PA5254dwn | TCAGCGGAAGCCCAGCAGGTC
PA5256up [CACCATGCCCCTGGCCAGCC PA5256dwn [TCAGGCACGTCGGAGGAACTGC
PA5489up |CACCATGCGTAACCTGATTCTCACCG PA5489dwn [CTACTTCTTGGCCGCTGCGC
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