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Vil

Abkiirzungsverzeichnis

Asgo Absorption bei einer Wellenldange von A = 280 nm
AGE Agarosegelelektrophorese

akt (ETK) Volumetrische Aktivitat der Elektronentransferkomponenten [U/mL]
6-ALA 5-Aminolavulinsdure (aminolevulinic acid)

AOX1 Alkoholoxidase

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosduren

B. megaterium Bacillus megaterium

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

cap a-Capsiceingen aus Phytophthora capsici

Cap a-Capsiceinprotein aus Phytophthora capsici
CHCl; Chloroform

cin B-Cinnamomingen aus Phytophthora cinnamomi
Cin B-Cinnamominprotein aus Phytophthora cinnamomi
Ct Finale Konzentration in LOsung

cry B-Cryptogeingen aus Phytophthora cryptogea
Cry B-Cryptogeinprotein aus Phytophthora cryptogea
c (P450) Konzentration der P450 Monooxygenase

c(TP) Gesamtproteingehalt

DHE Dehydroergosterol

DMSO Dimethylsulfoxid

DsbA Disulfidbindeprotein A

DsbAss DsbA Sekretionssignalsequenz

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherischia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

E. carotovora Erwinia carotovora

ETK Elektronentransferkomponenten

EtOAc Ethylacetat

Falcon Falconréhrchen

FID Flammenionisationsdetektor
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1 Einleitung

1.1 Motivation

Ganzzellbiokatalyse ist eine Methode zur umweltfreundlichen Synthese von Feinchemikalien und
pharmazeutischen Produkten, die heutzutage immer wichtiger wird. Viele wichtige Medikamente,
wie zum Beispiel Pravastatin, ein Cholesterol-senkendes Medikament, oder CDP-Cholin, welches zur
Behandlung von Schlaganfillen verwendet wird, werden bereits mittels Ganzzellbiokatalysen mit
gramnegativen Mikroorganismen hergestellt. Allerdings wird die Biokatalyse, insbesondere mit
gramnegativen Zellen, durch die Limitierung der Substrataufnahmeraten einiger Substrate einge-
schrankt, da sich Zellwande in der Natur entwickelt haben, um die Zellen vor duReren Einfliissen zu
schitzen. Vor allem hydrophobe Substrate konnen aufgrund des Aufbaus der gramnegativen Zell-
wand nur mit sehr langsamen Raten aufgenommen werden. Die Entwicklung von Loésungen zur
Uberwindung dieser Substratlimitierungen ist daher duRerst wichtig fiir zukiinftige industrielle Ganz-
zellbiokatalyseprozesse. Da jedoch bislang nur Moglichkeiten zur Verbesserung des Umsatzes kleiner
hydrophober Substratmolekiile gefunden wurde, sollte in dieser Arbeit eine neue Moglichkeit getes-
tet werden, mit der auch die Substratlimitierung groRer hydrophober Substrate reduziert werden

kann: Die Verwendung von Elicitinen als Transporter von Sterolen.
1.2 Elicitine: eine neue Klasse von Steroltransportern

1.2.1 Hintergrund

Elicitine sind eine Familie niedermolekularer Proteine, die in hohen Konzentrationen von den Oomy-
cetengattungen Phytophthora und Phytium in ihre Umgebung sekretiert werden [51,90], untereinan-
der eine hohe Sequenzidentitit aufweisen [94], aber zu keiner anderen Proteinklasse Ahnlichkeit
zeigen [87]. Phytium und insbesondere die Phytophthora-Arten sind Pflanzenpathogene, die fiir 6ko-
nomisch wichtige Pflanzen wie zum Beispiel Kartoffeln, Tomaten, Sojabohnen, Tabak, Kakao oder
Eichen weltweit eine Gefahr darstellen [60,61] und in der Vergangenheit schwere Schaden angerich-
tet haben. Vor allem Phytophthora cinnamomi gilt als eines der gefahrlichsten Pflanzenpathogene
und wurde unter anderem mit dem weit verbreiteten Sterben der Korkeiche (Quercus suber) und der
Steineiche (Quercus ilex) in Portugal und Spanien in Verbindung gebracht [21,22]. Die ersten Elicitine
wurden 1988 chromatographisch isoliert [14] und die ersten Aminosauresequenzen ein Jahr spater
publiziert [51,94]. Elicitine wurden basierend auf ihrer Toxizitdt in zwei Gruppen eingeteilt [59,62]:
die a-Elicitine mit einem isoelektrischen Punkt im sauren pH-Bereich (pl < 5) und die B-Elicitine, wel-
che einen isoelektrischen Punkt im basischen pH-Bereich (pl > 7.5) besitzen und die héhere Toxizitat

aufweisen [19,80].
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1.2.2 Strukturelle Aspekte

Elicitine sind kleine, etwa 10 kDa grol3e, nichtglykosylierte Proteine, die aus 98 Aminosauren beste-
hen und drei konservierte Disulfidbriicken besitzen. Sie weisen eine sehr spezifische Aminosaurezu-
sammensetzung auf, die durch die Abwesenheit von Tryptophan, Histidin und Arginin und eine Hau-
fung von Serin und Threonin (ca. 30 % des Proteins), Alanin (> 10 %) und Leucin (etwa 10 %) gepragt
ist [90]. In den vergangenen Jahren wurden mehrere Kristallstrukturen von B-Cryptogein aus Phy-
tophthora cryptogea [15,16,39,67] und B-Cinnamomin aus Phytophthora cinnamomi [5,97,98] mit
und ohne gebundene Substratmolekiile aufgel6st. Die einzigartige Faltung der Elicitine besteht aus
sechs a-Helices, einer hydrophoben Bindetasche im Inneren des Proteins und dem sogenannten
beak-like motif, das aus einem antiparallelen B-Faltblatt und einem w-Loop besteht [15]. Auf einer
Seite der Elicitine bilden die sechs a-Helices das Riickgrat der Elicitine, auf der gegeniiber liegenden
Seite bilden das B-Faltblatt und der w-Loop die hydrophobe Tasche, die viele stark konservierte Ami-
nosaurereste enthalt. Der w-Loop ist ebenfalls konserviert und relativ flexibel, was auf eine wichtige
Rolle in der Funktion der Elicitine hindeuten kdnnte. Elicitine besitzen alle eine fast identische Struk-
tur. In Abbildung 1 ist der Vergleich des von Rodrigues et al. publizierten B-Cinnamomin-Ergosterol-

komplex mit dem von Boissy et al. kristallisierten B-Cryptogein-Ergosterolkomplex zu sehen.

Abbildung 1. B-Cryptogeinstruktur (PDB: 1beo, gelb) tUberlagert mit der B-Cinnamominstruktur (PDB: 2aib, blau) mit einem
Molekdl Ergosterol (cyan) gebunden in der hydrophoben Bindetasche des f-Cinnamomins.

Beide Komplexe weisen eine nahezu identische Struktur auf. Elicitine scheinen auBerdem relativ

stabil zu sein, da B-Cinnamomin sich als sehr |6sungsmittelresistent erwies. Nach der Extraktion des
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Sterols in purem Chloroform (CHCl;) zeigte B-Cinnamomin immer noch dieselbe biologische Aktivitat

und eine dhnliche Steroltransporteraktivitat, wie vor der Extraktion [98].

1.2.3 Biologische Funktion

Elicitine kdnnen Sterole binden und sie zwischen Membranen transportieren [75,76,113]. Mikes et al.
zeigten, dass das Elicitin B-Cryptogein Sterole nicht nur in Losung oder aus liposomalen Membranen
binden, sondern sie auch zwischen artifiziellen Membranen transportieren kann [76]. Kurz darauf
wiesen sie Steroltransporteraktivitat fir drei weitere Elicitine, die drei a-Elicitine Cactorein aus Phy-
tophthora cactorum, Capsicein aus Phytophthora capsici und Parasiticein aus Phytophthora parasitica
nach, die jedoch niedriger ausfiel als die Aktivitat des B-Elicitins [75]. Vauthrin et al. wiesen nach,
dass Elicitine nicht nur den Transport von Sterolen zwischen artifiziellen, sondern auch zwischen na-
tirlichen Membranen wie zum Beispiel aufgereinigten Tabakplasmamembranen erméglichen [113].
B-Cryptogein weist zudem weder Protease-, B-Glucanase-, Phospholipase- oder eine sonstige Enzym-
aktivitat auf [109]. Da auch fir andere Elicitine keine Enzymaktivitat nachgewiesen werden konnte,
werden sie daher vermutlich von Phytophthora und Phytium sp. in ihre Umgebung sekretiert, um
dort Sterole aufzunehmen, die von den beiden Gattungen im Gegensatz zu anderen Oomyceten nicht
selbst synthetisiert werden kdnnen [48,115]. Yousef et al. wiesen den Einfluss von nanomolaren Kon-
zentrationen von Sterolen im Kulturmedium auf die Expression der Elicitine nach [120]. Weiterhin
konnten Osman et al. zeigen, das auch Fettsduren von B-Cryptogein gebunden werden kdnnen, wenn

auch mit wesentlich geringerer Affinitat [85].

In machen Pflanzen l6sen Elicitine durch einen noch nicht vollstandig verstandenen Mechanismus
eine hypersensitive Reaktion aus. Diese beginnt gewdéhnlich an der Stelle, an der die Pflanze von dem
Pathogen befallen wird, und wird von der Ausbildung einer ortlich begrenzten nekrotischen Lasion
begleitet, die zu einer regionalen Eingrenzung der Infektion flihren soll. Einige dieser Pflanzen kon-
nen auBerdem eine sogenannte induzierte Resistenz (eng. systemic acquired resistance, SAR) ausbil-
den, die nicht nur eine Resistenz gegen den eigentlichen pathogenen Organismus, sondern gegen
eine ganze Bandbreite an unterschiedlichen Pathogenen darstellt [17,64,88]. Zu der Ausbildung einer
induzierten Resistenz tragen viele unterschiedliche Prozesse bei, wie beispielsweise die Ausbildung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), Calciumioneneinstrom durch die Plasmamembran, die Expres-
sion einer Reihe von Abwehrgenen oder die Aktivierung von Enzymen, die den Aufbau der Zellwand
verstarken sollen. Auch die hypersensitive Reaktion ist einer der Prozesse, die im spateren Verlauf

der Ausbildung einer induzierten Resistenz auftreten kénnen [65].

Ein Hinweis auf eine mogliche Verbindung der Steroltransporter- und der Nekroseaktivitat wurde von
Osman et al. geliefert. Sie zeigten, dass B-Cryptogein mit gebundenem Sterol besser an einen hoch-

spezifischen Rezeptor der Tabakplasmamembran bindet, der fiir die Ausbildung der hypersensitiven
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Reaktion verantwortlich sein konnte [86]. Weil in der Kristallstruktur von Boissy et al. eine leichte
Konformationsdanderung des w-Loop durch die Bindung des Substrats erkennbar ist [16], stellten sie
die These auf, dass Elicitine durch die Bindung eines Sterols ,aktiviert” werden, was wiederum die
Bindung des Elicitin-Sterolkomplexes an den Rezeptor erméglicht. Dies wiirde auch erkldaren, warum
die nekrotischeren B-Elicitine auch gleichzeitig die besseren Steroltransporter sind [86]. Lochman et
al. stellten dagegen die These auf, dass das Auslosen der nekrotischen Reaktion wahrscheinlicher auf
die Gesamtstruktur des Proteins und die Verteilung der Ladungen auf der Oberflache der Proteine
zurlickzufihren ist [70]. Im Widerspruch zu beiden Thesen konnten Dokladal et al. keinen Zusam-
menhang zwischen der Steroltransporteraktivitat und der Ausbildung der friihen Abwehrreaktionen
oder der Nekrose der Pflanzen finden. Im Gegenteil generierten sie eine B-Cryptogeinmutante mit
reduzierter Steroltransporteraktivitat unter Beibehaltung des nekrotischen Potentials und eine Mu-
tante mit Wildtyp-dhnlicher Steroltransporteraktivitdit und einem signifikant reduzierten nekroti-

schen Potential [33].

Die Fahigkeit der Elicitine, eine induzierte Resistenz und damit eine weitreichende Resistenz gegen
eine Vielzahl von Pathogenen auszuldsen, macht sie fir biotechnologische Anwendungen sehr inte-
ressant. Mit ihrer Hilfe konnten kiinstliche Resistenzen in Pflanzen von agrarékonomischem Interesse
erzeugt werden, wenn es gelingt, gleichzeitig die Toxizitdt der Elicitine den Pflanzen gegeniiber zu

reduzieren oder sogar ganz zu eliminieren [90].

1.2.4 Expression

Die I6sliche Expression der Elicitine wurde bislang entweder homolog in den nattrlichen Phytophtho-
ra- und Phytium-Stammen oder heterolog in Pichia pastoris durchgefiihrt. Im Jahr 1995 konnten
O’Donohue et al. zwar bereits die erste heterologe Expression B-Cryptogeins in Escherichia coli be-
richten, jedoch konnten sie es nur in unl6slicher Form in inclusion bodies exprimieren. Das Elicitin
musste anschlieBend in die native Form zurlickgefaltet werden, was aber nur mit sehr geringer Aus-
beute gelang [83]. Ein Jahr spater berichteten sie die erfolgreiche I6sliche Expression B-Cryptogeins in
einem heterologen P. pastoris-basierten Expressionssystem und damit die erste I6sliche heterologe
Expression eines Elicitins [82]. In den folgenden zwei Jahrzehnten wurden unterschiedliche Elicitine in
den natirlichen Wirten Phytophthora und Phytium sp. [6,67,120] oder in P. pastoris [5,82,97] expri-

miert.

1.3 Heterologe Expression von Disulfidbriicken-haltigen Proteinen in

Escherichia coli
Das gramnegative Bakterium E. coli ist ein sehr erfolgreiches Expressionssystem fiir heterologe Prote-
ine, welches sich vor allen Dingen durch seine Eigenschaft, schnell und zu hohen Zelldichten anzu-

wachsen, auszeichnet. Es wachst auf glinstigen Medien, ist sehr gut charakterisiert und es sind eine
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groRe Anzahl verschiedener Expressionsvektoren und -stamme bekannt und kommerziell erhaltlich.
Nicht zu seinen Eigenschaften zahlt dagegen das Durchflihren posttranslationaler Modifikationen,
weshalb die Expression von Disulfidbriicken-reichen Proteinen in vielen Fallen ein Problem darstellt.
Aus diesem Grund wurde eine Reihe von Moglichkeiten entwickelt, welche die Expression eines Di-
sulfidbriickenproteins im Cytoplasma oder im Periplasma E. colis erleichtern und somit méglich ma-

chen kénnen.

1.3.1 Cytoplasmatische Expression

Die l6sliche Expression eines Disulfidbriicken-haltigen Proteins im Cytoplasma von E. coli ist grund-
satzlich sehr schwierig, da die Bedingungen im Cytoplasma duRerst hinderlich fir die Bildung korrek-
ter und vor allem stabiler Disulfidbriicken sind [9]. Einerseits herrscht ein reduzierendes Milieu vor,
weshalb sich Disulfidbriickenbindungen nur schwer bilden kdnnen. Andererseits werden korrekt ge-
bildete Disulfidbriicken schnell wieder durch Thioredoxine und Glutaredoxine reduziert, so dass die
dauerhafte Bildung stabiler Disulfidbindungen sehr effektiv verhindert wird. Hier spielen vor allem
die Thioredoxine TrxA und TrxC eine Rolle, welche Disulfidbriicken reduzieren und dabei selber oxi-
diert werden [96]. Um die beiden Thioredoxine wieder in den reduzierten Grundzustand zu verset-
zen, werden sie unter NADPH-Verbrauch durch die Thioredoxinreduktase TrxB reduziert. Dieselbe
Rolle Gbernehmen auch die Glutaredoxine GrxA, GrxB und GrxC, welche Disulfidbindungen reduzie-
ren und selber wiederum durch die Genprodukte der Gene gshA und gshB reduziert werden. Dann
reduziert die Glutathionreduktase Gor unter NADPH-Verbrauch GshA und GshB [9]. Aus diesem
Grund ist es eine haufig angewendete Strategie, auf Stdmme zurlickzugreifen, die TrxB und Gor defi-
zient sind. Durch den knockout von TrxB und Gor werden beide Zyklen unterbrochen und die dauer-
hafte Ausbildung von korrekten Disulfidbriicke wird erleichtert. Obwohl dies zu Beginn zu Wachs-
tumsproblemen fiihrte, sind mittlerweile eine Reihe von Stammen entwickelt worden, die trotz des
knockouts der beiden Gene gut wachsen kénnen [13,58]. Neben dem knockout der Reduktasen, kon-
nen jedoch auch einige der Chaperone E. colis, wie zum Beispiel der trigger factor (TF), DnaK-Dnal-
GrpE oder GroEL-GroES, (iberexprimiert werden, um zu der korrekten Faltung der Disul-
fidbriickenproteine beizutragen [9]. Die Expressionstemperatur ist ein weiterer wichtiger Faktor, der
die cytoplasmatische Faltung von Disulfidbriicken stark beeinflussen kann. Durch Senken der Tempe-
ratur laufen Transkription und Translation langsamer ab und es bleibt den Proteinen mehr Zeit, die
richtige Konformation einzunehmen. Hydrophobe Wechselwirkungen, die unabhangig von den Disul-
fidbindungen zu einer falschen Faltung der rekombinanten Proteine fiihren kénnen, werden durch
Absenken der Temperatur ebenfalls reduziert und das gesamte cytoplasmatische Milieu wird weni-
ger reduzierend, so dass sich die Disulfidbindungen noch besser bilden kénnen [9,32,102]. Der letzte
groRe Faktor, der Einfluss auf die Faltung rekombinanter Proteine im Cytoplasma hat, ist die Hohe

des Expressionsniveaus. Je mehr Protein exprimiert wird, desto groRer wird die Wahrscheinlichkeit,
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dass Protein fehlerhaft gefaltet wird. Um das Expressionsniveau zu steuern, konnen beispielsweise
Plasmide mit einem Arabinosepromotor verwendet werden, der die Induktion der Expression mit

unterschiedlichen Konzentrationen Arabinose ermdglicht [8,9].

Ist die I16sliche Expression eines Proteins im Cytoplasma trotzdem nicht méglich und wird es stattdes-
sen in unldslicher Form in inclusion bodies gebildet, kann versucht werden, das Protein in seine nati-
ve Form zurlickzufalten. Die Expression in inclusion bodies erfolgt zwar grundsatzlich in inaktiver,
unldslicher Form mit nur einer nativ-dhnlichen Sekundarstruktur, bietet jedoch auch Vorteile. So
koénnen in inclusion bodies sehr hohe Expressionsraten erreicht werden und da sie fast ausschlief3lich
das rekombinante Protein enthalten, wird die anschlieRende Aufreinigung vereinfacht. Durch die
Verkapselung des heterolog exprimierten Proteins ist dieses auBerdem besser vor der Proteolyse
durch E. coli-eigene Proteasen geschiitzt. Da die Proteine inaktiv vorliegen, bietet die Expression in
inclusion bodies vor allen Dingen fiir die Expression von toxischen Proteinen einen grofRen Vorteil, die
so in hoher Ausbeute exprimiert werden kdnnen, ohne dass die Zellen geschadigt werden. Um aus
der Expression rekombinanter Proteine in inclusion bodies einen Nutzen ziehen zu kénnen, missen
die Proteine allerdings zuerst in ihre native Konformation zuriick gefaltet werden, was das Haupt-
problem dieser Form der Expression darstellt. Die Rlickfaltung der Proteinen basiert in der Regel auf
drei Schritten: Zunachst werden die inclusion bodies isoliert, dann wird das Protein aus den inclusion
bodies resolubilisiert und anschliefend in seine native Konformation zuriickgefaltet. Wie ein be-
stimmtes Protein zuriickgefaltet werden kann, ist immer unterschiedlich und muss meist empirisch

bestimmt werden.

Wichtig fiir die Isolation der inclusion bodies ist ein moglichst guter Zellaufschluss, entweder durch
Ultraschall, French Press oder Hochdruckhomogenisator. Um den Aufschluss zu verbessern, kénnen
zusatzlich Lysozym und EDTA eingesetzt werden. Triton X-100 oder niedrige Konzentrationen chaot-
ropischer Salze reduzieren die Verunreinigung durch Proteine der duReren Membran, die sonst mit
den inclusion bodies prazipitieren [11,44,95]. Zum Beispiel durch Dichtegradientenzentrifugation

konnen die Inclusion Bodies dann anschlieRend leicht von den Zelltrimmern abgetrennt werden.

Zur Resolubilisierung der Proteine aus den Inclusion Bodies wird in den meisten Féllen eine hohe
Konzentration chaotropischer Reagenzien, wie zum Beispiel 6 - 8 M Harnstoff oder Guanidiniumchlo-
rid eingesetzt [112]. Dies fuhrt zwar zum Verlust der nativ-dhnlichen Sekundarstruktur, aber auch zu
einer Resolubilisierung der Proteine mit hoher Ausbeute. Alternativ kann versucht werden, das Pro-
tein unter milden Bedingungen, wie niedrigen Konzentration chaotropischer Salze (zum Beispiel 2 M
Harnstoff), extremen pH-Werten, Detergenzien oder Arginin mit einer geringeren Ausbeute zu reso-
lubilisieren. So kann die nativ-éhnliche Sekundarstruktur erhalten und damit die Ausbeute der an-

schlieBenden Riickfaltung des Proteins verbessert werden [112]. Bei einem Disulfidbriickenprotein
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muss zusatzlich ein reduzierendes Reagenz wie etwa Dithiothreitol (DTT) zugesetzt werden, damit die
Cysteine des Proteins reduziert werden und eine fehlerhafte inter- und intramolekulare Disulfidbri-
ckenbildung durch Oxidation durch Luftsauerstoff verhindert wird [11,28]. Der optimale pH liegt hier
in dem niedrigen alkalischen Bereich. Vor dem Riickfaltungsprozess miissen die reduzierenden Rea-
genzien jedoch wieder riickstandslos entfernt werden, da es sonst zu verringerten Ausbeuten kom-

men kann.

Die Riickfaltung von Proteinen erfolgt nach dem Prinzip, dass das resolubilisierte denaturierte Protein
durch Verringern der Konzentration der chaotropen Salze in die Lage versetzt wird, die energetisch
sinnvollste und damit stabilste Konformation einzunehmen: die native Konformation. Dies kann bei-
spielsweise in einem einzigen groflen Verdinnungsschritt oder auch schrittweise durch mehrere
kleine Verdiinnungsschritte oder Dialyse der resolubilisierten Protein-Denaturantldsung passieren
[116,119]. Alternative Methoden sind zum Beispiel GréRenausschlusschromatographie (SEC), Matrix-
assoziierte Rickfaltung oder Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) [112]. Wie einfach oder
schwierig sich der gesamte Prozess gestaltet kann und wie die genauen Bedingungen aussehen,
hangt immer von jeweiligen Protein ab und kann von Protein zu Protein sehr unterschiedlich sein. Im
Falle der Disulfidbriickenproteine ist die Rickfaltung von aktivem Protein noch einmal wesentlich
schwieriger, da zur Bildung der richtigen Disulfidbindungen zusatzlich die richtigen Redoxbedingun-
gen eingestellt werden missen [112]. Ein Beispiel ist der Zusatz von oxidiertem und reduziertem
Glutathion, wobei sich ein Uberschuss der reduzierten Form und ein leicht alkalischer pH als optimal
zur Bildung der korrekten Disulfidbindungen herausgestellt haben [3,112]. Die Riickfaltung eines
Proteins kann Sekunden bis mehrere Tage bendtigen und konkurriert standig mit der falschen Fal-
tung und der Aggregation des Proteins. Die Faltung in die richtige Konformation beinhaltet intramo-
lekulare Wechselwirkungen und ist damit eine Kinetik erster Ordnung, wahrend die Aggregation der
Proteine auf intermolekularen Wechselwirkungen freiliegender hydrophober Reste halbgefalteter
Intermediate basiert, daher einer Kinetik zweiter oder héherer Ordnung ist und durch hohe Protein-
konzentrationen beginstigt wird [112]. Daher ist es durchaus maoglich, dass ein Protein zwar resolubi-
lisiert, aber nicht in die native Form zurick gefaltet werden kann und stattdessen aggregiert. Als
Temperatur haben sich tiefere Temperaturen um 4 °C bewahrt, da diese zwar den Faltungsprozess

verlangsamen, aber die Aggregation durch hydrophobe Wechselwirkungen unterdriicken.

1.3.2 Periplasmatische Expression

Die periplasmatische Expression ist die zweite Moglichkeit, um Disulfidbrickenproteine in E. coli zu
exprimieren. Auch E. coli-eigene Disulfidbriickenproteine werden ins Periplasma sekretiert [74], da
im Periplasma im Gegensatz zum Cytoplasma oxidierende Bedingungen herrschen, weshalb Disulfid-
bindungen gebildet werden kénnen. Anstelle der Thioredoxine und Glutaredoxine, die im Cytoplasma

effektiv die Bildung von stabilen Disulfidbriicken verhindern, findet sich im Periplasma eine Reihe von



IR Einleitung

Thiol-Disulfid-Oxidoreduktasen, die Dsb-Proteine, welche die richtige Faltung von Disulfidbriicken-
bindungen im Periplasma aktiv unterstiitzten [9]. Cysteine werden durch DsbA oxidiert, welches da-
bei reduziert und anschlieRend selber wiederum durch DsbB oxidiert wird. Falsch gebildete Disulfidb-
ricken kénnen durch die Disulfidisomerase DsbC und das Membranprotein DsbD unter NADH-
Verbrauch in die richtige Form (berfiihrt werden. Abgesehen von den Disulfid-spezifischen Chapero-
nen, gibt es weitere Chaperone, die auch die allgemeine Faltung unterstiitzen. In den meisten Fallen
wird sekretiertes Protein durch Skp gebunden, welches das Protein ATP-unabhangig und passiv bei
der Faltung unterstltzt [114]. Weitere Proteine mit Chaperonaktivitat sind die Peptidyl-Prolyl
cis/trans-Isomerasen (PPiasen) SurA, FkpA, PpiA und PpiD [9]. Ein weiterer Vorteil ist, dass sich im
Periplasma weniger Proteasen befinden, als im Cytoplasma. Die periplasmatische , Hauptprotease”
DegP schaltet bei niedrigen Temperaturen zudem von Protease- zu Chaperon-Aktivitdt um [105]. Eine
weitere relevante Protease ist Prc (Tsp), welche vorwiegend Proteine mit unpolaren C-Termini,

Membranproteine und ungefaltete Proteine angreift [63].

In E. coli existieren drei Sekretionsmechanismen (siehe Abbildung 2), mit denen Proteine aus dem
Cytoplasma ins Periplasma transportiert werden kénnen. Der Sec-abhangige Transport (b) ist der
haufigste Sekretionsweg in E. coli. Er involviert die Proteine SecB, SecA und transportiert ungefaltete
Proteine posttranslational durch das SecYEG-SecDFYajC Translocon ins Periplasma [9]. Preproteine
mit einer leicht hydrophoben Sec-Sekretionssignalsequenz werden wahrend der Translation von ei-
ner PPiase, dem bereits erwdhnten trigger factor (TF), gebunden. Dieser verhindert die Faltung des
Proteins und schiitzt es so vor Aggregation oder Degradation durch eine falsche Faltung. Im An-
schluss an die Translation dissoziiert der TF und das ungefaltete Preprotein wird spezifisch durch
SecB oder das Chaperon DnaK gebunden. AnschlieBend wird es zu SecA transportiert und unter ATP-
Verbrauch durch das Translocon ins Periplasma geschleust [35,37]. Alternativ kénnen Preproteine

auch unspezifisch durch GroEL/GroES zu SecA transportiert werden [4].

Der zweite Sekretionsweg, tiber den in E. coli hauptsachlich Proteine der inneren Membran transpor-
tiert werden, ist der cotranslationale signal recognition particle (SRP)-Sekretionsmechanismus (a).
Preproteine mit einer stark unpolaren Sekretionssignalsequenz oder Transmembransegmente von
Proteinen der inneren Membran werden schon wahrend der Translation von SRP gebunden und zu
FtsY transportiert, von wo aus sie freigesetzt und anschliefend (iber SecA durch das SecYEG-
SecDFYajC Translocon ins Periplasma sekretiert werden [111]. Uber den einen oder anderen Weg
werden nahezu alle Proteine Uiber SecA durch das SecYEG-SecDFYajC Translocon ins Periplasma ge-

schleust.

Eine Ausnahme bildet der dritte und seltenste Mechanismus, der twin-arginine (Tat)-Sekretionsweg

(c). Die Preproteine, die Gber diesen Weg in das Periplasma geschleust werden, besitzen eine Sekre-
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tionssignalsequenz, die in den meisten Fallen ein sogenanntes twin-arginine-Motiv enthalt und wer-
den vollstandig gefaltet Gber TatA, TatB, TatC und TatE ins Periplasma sekretiert [9]. Der Mechanis-
mus des Tat-Sekretionswegs ist noch nicht eindeutig entschlisselt, aber vermutlich werden die Pro-
teine durch einen Komplex aus TatB und TatC gebunden und dann zu TatA oder Tat E transferiert,
welche Tunnel bilden, durch die das Protein in das Periplasma geschleust werden kann [9]. Die Wahl
der Sekretionssignalsequenz kann von entscheidender Bedeutung sein, da die erfolgreiche Sekretion
eines Proteins haufig stark von der individuellen Paarung eines Proteins und einer Sekretionssignal-

sequenz abhangt [8,47].
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Abbildung 2. Proteinsekretionsmechanismen in E. coli. Sec- (a), SRP- (b) und Tat (c)-abhangiger Transport von Proteinen aus
dem Cyto- in das Periplasma. Aggregation (1), Proteolyse (2) und native Faltung (3) der prozessierten Proteine. Cystein-
reiche Proteine werden durch DsbA (4) und DsbC (5) bei der korrekten Bildung von Disulfidbriickenbindungen unterstitzt.
Die Abbildung wurde Baneyx und Mujacic [9] entnommen.

1.4 Enzyme und ihr Einsatz in der organischen Synthese

Enzyme sind vielseitige Proteine, die sehr effektiv eine grole Anzahl von chemischen Reaktionen in
lebenden Organismen katalysieren. Als Biokatalysatoren senken sie die Aktivierungsenergie, die
Uberwunden werden muss, damit eine chemische Reaktion ablaufen kann. Wie chemische Katalysa-
toren nehmen sie selbst an der Reaktion nur in Form eines intermedidren Zwischenproduktes teil
und gehen anschlieend wieder unverandert aus der Reaktion hervor. Sie treten lberall in der Natur

auf und wurden bereits seit Jahrtausenden von Menschen unter anderem in der Lebensmittelherstel-



Einleitung

lung verwendet, um zum Beispiel Wein, Bier oder Kase herzustellen. Reaktionen, die durch Enzyme
katalysiert werden, laufen in der Natur unter milden Bedingungen, wie in wassrigen Medien, bei
neutralem pH-Wert und Temperaturen zwischen 20 und 40 °C ab. Zusétzlich weisen die meisten En-
zyme eine hohe Chemo-, Regio- und Stereoselektiv auf. Aufgrund der neutralen Reaktionsbedingun-
gen und da weniger unniitze oder sogar toxischen Nebenprodukte anfallen, stellen sie eine ernst zu
nehmende und umweltfreundliche Alternative zu chemischen Katalysatoren dar. In der sogenannten
,Grinen Chemie” wird konsequent versucht, etablierte chemische Prozesse schrittweise durch um-
weltvertragliche und nachhaltige Verfahren zu ersetzen und so Umweltverschmutzung zu vermeiden.
Bei diesen handelt es sich, neben umweltfreundlicheren chemischen Prozessen, vor allen Dingen
auch um den Einsatz von Enzymen. Bis zum heutigen Tag konnte eine groRe Anzahl verschiedener
Enzyme beschrieben werden und fiir viele Anwendungen wurden bereits Enzyme mit passenden
Reaktions- und Substratspezifitdten identifiziert und genauestens charakterisiert. In einigen Fallen
konnten Enzyme bereits kommerziell und damit auch einem breiteren Publikum verfligbar gemacht
werden. Die stetig zunehmende Anzahl der industriell angewandten biokatalytischen Prozesse ist ein

klarer Indikator flr die wachsende Akzeptanz von Enzymen in der chemischen Industrie [108].

Die haufigste Klasse der Enzyme die in der organischen Synthese eingesetzt wird, ist die Klasse der
Hydrolasen (EC 3), die eine Vielzahl unterschiedlicher Hydrolysereaktionen katalysieren kénnen. Sie
zeigen eine hohe Selektivitat und besitzen den groBen Vorteil, auf zusatzliche Cofaktoren verzichten
zu kdnnen [18]. Eine weitere industriell relevante Klasse von Enzymen sind die Oxidoreduktasen (EC
1). Im Gegensatz zu den Hydrolasen sind sie zwar auf zusatzliche Cofaktoren angewiesen und weisen
in vielen Fallen eine relativ geringe Stabilitat auf, konnen aber eine ganze Reihe von wichtigen Reak-
tionen katalysieren und werden daher bereits vielfach industriell eingesetzt [69]. Zu den Oxidoreduk-
tasen zdhlen zum Beispiel Monooxygenasen, die ein einzelnes Sauerstoffatom auf ein Substrat liber-
tragen kdnnen. Eine besonders wichtige Familie dieser Enzyme sind die Cytochrom P450 Monooxy-
genasen, da sie nicht aktivierte Kohlenstoffatome regio- und stereoselektiv hydroxylieren kénnen.
Aus diesem Grund spielen sie in der pharmazeutischen Industrie bei der Synthese von Steroidhormo-

nen eine wichtige Rolle [20].
1.5 Cytochrom P450 Monooxygenasen

1.5.1 Hintergrund

Cytochrom P450 Monooxygenasen wurden vor ungefahr 50 Jahren entdeckt, gehéren zur groRRen
Familie der Ham-Eisen-enthaltenden Monooxygenasen und kénnen in den Organismen fast aller
biologischen Reiche gefunden werden. Sie katalysieren ein breites Spektrum chemischer Reaktionen
und sind zum Beispiel beim Abbau von Xenobiotika und Kohlenstoffquellen oder in der Synthese von

Sekundarmetaboliten involviert [79]. Insbesondere Sekundarmetabolite stellen fiir die Industrie ei-
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nen grolRen wirtschaftlich Wert dar, da sie zwar fiir das Wachstum und Uberleben der Mikroorganis-
men nicht notwendig sind, es sich aber haufig um wertvolle biologische Wirkstoffe, wie zum Beispiel
Antibiotika oder Insektizide handelt. P450 Monooxygenasen sind externe Monooxygenasen, welche
die Ubertragung eines einzelnen Sauerstoffatoms von molekularem Sauerstoff auf ein Substrat, unter
Reduzierung des zweiten Sauerstoffatoms zu Wasser, katalysieren konnen. Die Elektronen, die sie
dazu bendétigen, beziehen sie von einem externen Elektronendonor, wie zum Beispiel NAD(P)H. Ab-
gesehen von dem Cofaktor bendtigen P450 zuséatzlich Elektronentransferkomponenten (ETK), welche
die Elektronen von dem Cofaktor auf das Hdm der Enzyme Ubertragen konnen. In Abbildung 3 ist die

allgemeine Reaktionsgleichung einer P450 Monooxygenase dargestellt.

RH+0,+NAD(PH+H*  ———  ROH + H,0 + NAD(P)*

Abbildung 3. Grundlegende durch P450 Monooxygenasen katalysierte Reaktion.

Cytochrom (Cytochrom = Hamprotein) P450 (P = Pigment) Monooxygenasen wurden aufgrund des
charakteristischen Absorptionsmaximums des reduzierten, Kohlenmonoxid-gebundenen Komplexes
bei einer Wellenlange von A = 450 nm benannt [12]. Dieser charakteristische Peak wird bis heute zur
Bestimmung der P450-Konzentration in wassrigen Losungen verwendet [84]. In der Nomenklatur
werden P450 mit ,CYP“ abgekiirzt, gefolgt von einer Ziffer fiir die Familie (> 40 % Sequenzidentitat),
einem Buchstaben fiir die Unterfamilie (> 55 % Sequenzidentitdt) und einer weiteren Ziffer, die jeder
einzelnen P450 individuell zugeordnet wird. P450 Monooxygenasen besitzen trotz der geringen Se-
quenzidentitat innerhalb der Superfamilie (< 20 %) eine ahnliche Struktur (siehe Abbildung 4). Sie
beinhalten vier konservierte Helices, drei parallele Helices (D, L und I) und eine antiparallelen Helix
(E). Die prosthetische Hamgruppe ist zwischen der distalen I-Helix und der proximalen L-Helix positi-
oniert und ist Uber die sogenannte Cystein-Ham-Liganden-Schleife, die das P450 Aminosauremotiv
FxxGx(H/R)xCG enthilt, an das Enzym gebunden. Das Ham-bindende Cystein ist konserviert und ist

der Grund fur das charakteristische Absorptionsmaximum bei der Wellenldnge von A = 450 nm [31].

Fiir die pharmazeutische Industrie sind sie vor allem interessant, da sie eine Vielfalt von chemischen
Reaktionen wie die Hydroxylierung, Epoxidierung, Dealkylierung und Dehalogenierung katalysieren
kénnen und daher wertvolle Biokatalysatoren zur Synthese von Feinchemikalien und pharmazeuti-
schen Produkten darstellen [12,54]. Bislang wurden P450 Monooxygenasen in der Industrie jedoch
aufgrund ihrer Komplexitat, Instabilitdt und der in einigen Fallen niedrigen katalytischen Aktivitat
relativ selten verwendet. Kommen sie in der Industrie zum Einsatz, werden sie meist in Form von
ganzen Zellen eingesetzt. Alternativ werden P450 Monooxygenasen eingesetzt, die fusioniert an ihre
ETK vorliegen und so als Ein-Komponentensystem ihren Bedarf an Elektronen , selbststandig” decken

kénnen [12]. Zwei der bekanntesten und am besten charakterisierten P450 Monooxygenasen sind
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CYP101A1 (P450cam) aus Pseudomonas putida und CYP102A1 (P450 BM3) aus Bacillus megaterium,

die auch die ersten P450 waren, von denen Kristallstrukturen erzeugt werden konnten [91,93].

Abbildung 4. Struktur der Cytochrom P450 Monooxygenasen. Die Substraterkennungssequenzen SRS1 - SRS6 sind schwarz
eingefarbt und die Helices D, L, | und E durch Beschriftung gekennzeichnet. Die Abbildung wurde Denisov et al. [31] ent-
nommen.

1.5.2 Elektronentransfersysteme

Grundsatzlich werden P450 Monooxygenasen aufgrund ihrer Elektronentransfersysteme in zehn
verschiedene Klassen eingeteilt [46]. Die wichtigsten Klassen der Cytochrom P450 Monooxygenasen,
die Klassen I, Il und VIII, sind in Abbildung 5 dargestellt [12]. Zur Klasse | der P450 Monooxygenasen
gehoren bakterielle und mitochondriale Drei-Komponentensysteme, die aus einem Ferredoxin, einer
Ferredoxinreduktase und einer P450 bestehen. Die Ferredoxinreduktase bindet mittels FAD zwei
Elektronen von NAD(P)H, welche anschlieRend einzeln durch das Ferredoxin (Eisen-Schwefel-Cluster)
von der Reduktase auf das Hdm der P450 (ibertragen werden. Die bakteriellen P450 Monooxygena-
sen liegen gel6st und die mitochondrialen P450 membrangebunden vor. Das bekannteste Beispiel fir
eine Klasse |-P450 ist das P450cam-System, welches NADH-abhangig ist und aus P450cam und den
ETK Putidaredoxin (Pdx) und Putidaredoxinreduktase (PdR) aus P. putida besteht. In seiner natrli-

chen Funktion hydroxyliert es Campher in seiner 5-exo-Position.

Klasse Il P450 Monooxygenasen sind membrangebundene Zwei-Komponentensysteme, bei denen
die Elektronen von NAD(P)H direkt von einer membranassoziierten Cytochrom P450 Reduktase (CPR)
auf das Ham Ubertragen werden. Die meisten eukaryotischen P450 Monooxygenasen fallen in diese
Gruppe. Zudem gibt es eine einzelne prokaryotische P450 Monooxygenase (CYP105A3 aus Strepto-
myces carbophilus), die in diese Gruppe einsortiert werden kann und die nicht membrangebunden,

sondern l6slich im Cytoplasma vorliegt.
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Die dritte wichtige Klasse sind die Klasse VIII P450, die wie die bakteriellen Klasse | P450 geldst, aber,
im Unterschied zur Klasse |, fusioniert an ihren Reduktasepartner CPR vorliegen und so Ein-Kompo-
nentensysteme darstellen. P450 BM3 ist das bekannteste und wohl am besten charakterisierte Bei-
spiel dieser Klasse. Das P450 BM3-System ist NADPH-abhangig, hydroxyliert langkettige Fettsduren in
der w-1 bis w-3 Position und weist die bislang hochste in der Literatur beschriebene Aktivitat fiir Cy-

tochrom P450 Monooxygenasen auf [12].

NADPH + H*
“ * e @ e
NADP* ‘

NAD(P)H + H 3 R-OH + H,0

R+ O,
NA(D)P > @ o FdR
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NADPH + H* NADPH + H*
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NADP* N C NADP * :
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Abbildung 5. Schematische Darstellung der wichtigsten P450 Elektronentransfersysteme. A: Bakterielle Cytochrom P450
Monooxygenasen der Klasse I. B: Mitochondriale Cytochrom P450 Monooxygenasen der Klasse |. C: Mikrosomale Cytoch-
rom P450 Monooxygenasen der Klasse II. D: Fusionierte Cytochrom P450 Monooxygenasen der Klasse VIII. FdR: Ferredoxin-
reduktase. Fxd: Ferredoxin. P450: Cytochrom P450 Monooxygenase. CPR: Cytochrom P450 Reduktase. Die Abbildung wurde
Bernhardt [12] entnommen.

1.5.3 Reaktionsmechanismus

Der Katalysemechanismus der Cytochrom P450 Monooxygenasen ist vereinfacht in Abbildung 6 dar-
gestellt. Die Reaktion beginnt durch die Bindung des Substrats im aktiven Zentrum der P450 und die
Verdrangung des Wassermolekiils als sechstem Liganden des Hams (2). Dabei geht das Fe** vom low-
spin in den high-spin Zustand (iber, wodurch sich dessen Redoxpotential andert. Im nachsten Schritt
wird das Ham-Eisen durch die Ubertragung des ersten Elektrons von NAD(P)H durch die Elektronen-
transferkomponenten reduziert (3). Die Reduktion des Fe*" zu Fe®* erméglicht die Bindung eines Sau-
erstoffmolekdils unter Ausbildung eines Eisen(lll)-Sauerstoffkomplexes (4). Dieser bildet durch Auf-
nahme des zweiten Elektrons des Cofaktors ein Eisen(lll)-Peroxyanion (5a), welches durch Protonie-
rung in einen Eisen(lll)-Hydroperoxidkomplex tGberfihrt wird (5b). In der darauf folgenden Protonie-
rung wird durch heterolytische Abspaltung eines Wassermolekils der Eisen(IV)-Oxokomplex gebildet

(6), der das Substrat bindet und zum hydroxylierten Produkt umsetzt (7). Das hydroxylierte Produkt
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wird freigesetzt, ein Wassermolekil nimmt erneut den Platz des sechsten Liganden des Hdm ein und

der Zyklus kann von vorn beginnen (1) [12,31].
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Abbildung 6. Katalysezyklus der Cytochrom P450 Monooxygenasen. Die Abbildung wurde Denisov et al. entnommen [31].

Der Zyklus kann durch drei Entkopplungsreaktionen unterbrochen werden. Ist kein passendes Sub-
strat vorhanden, kénnen manche reduzierten P450 Monooxygenasen durch Autooxidation des Ei-
sen(lll)-Sauerstoffkomplexes Superoxidanionen (O,’) bilden (autooxidation shunt). Dies kann dann in
einigen Organismen zur Einleitung von Apoptose fiihren. Die zweite Entkopplungsreaktion ist der
oxidase shunt, in welcher der Eisen(IV)-Oxokomplex zu Fe* reduziert und Wasser freigesetzt wird
[12]. Die dritte Moglichkeit ist der sogenannte peroxide shunt, in dem der proximale Sauerstoff des
Eisen(lll)-Hydroperoxidkomplexes protoniert und so Wasserstoffperoxid anstelle des Eisen(IV)-Oxo-
komplexes gebildet wird. Dieser Mechanismus eroffnet biotechnologisch die interessante Moglich-
keit, auf den Einsatz und die umstdndliche Regeneration von teuren Cofaktoren wie NAD(P)H zu ver-
zichten und das Substrat direkt mit Peroxiden hydroxylieren zu kénnen. Die katalytischen Raten mit
Peroxiden liegen jedoch wesentlich unter denen, die mit NAD(P)H erreicht werden kdénnen. AuRRer-
dem wird das Ham durch den Kontakt mit Wasserstoffperoxid zerstért, weshalb das Enzym im Ver-

lauf der Zeit an Aktivitat verliert. [12].

1.6 Steroidhydroxylierung durch Cytochrom P450 Monooxygenasen
Eine der wichtigsten Reaktionen, die von P450 Monooxygenasen katalysiert werden, ist die selektive

Oxidierung von nicht aktivierten Kohlenwasserstoffverbindungen durch molekularen Sauerstoff. Auf
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diese Weise kdnnen unter anderem Steroide regio- und stereoselektiv hydroxyliert werden. Durch
die Hydroxylierung von Steroiden kénnen so wertvolle Steroidhormone, wie zum Beispiel Glucocorti-
coide, Mineralcorticoide und Sexualhormone, synthetisiert werden [12,23]. In der Natur kommen
Steroide in groRer Zahl vor. lhre Struktur leitet sich von dem Sterangrundgeriist ab, welches in Abbil-
dung 7 dargestellt ist. Es besteht aus drei sechsgliedrigen Ringen (A, B, C) und einem fiinfgliedrigen
Ring (D) mit insgesamt sechs Stereozentren (5, 10, 8, 9, 13, 14). Erganzt werden Steroide durch un-
terschiedliche funktionelle Gruppen, wie zum Beispiel Hydroxylgruppen. Die Art, Anzahl und Position
dieser funktionellen Gruppen hat direkten Einfluss auf die physiologische Aktivitat der Steroide, wie
zum Beispiel Zellteilung und -differenzierung, die Regulation der Expression verschiedener Gene oder
die Regulation von SignallUbertragungswegen durch Binden der Steroide an spezifische intrazellulare
Rezeptoren [34]. Steroide sind als pharmazeutische Wirkstoffe flir unsere Gesellschaft aufgrund ihrer
riesigen Wirkspanne von sehr groRer therapeutischer Bedeutung. So gibt es beispielsweise Steroide
mit Antitumor-, entziindungshemmender, antimikrobieller, antiviraler, antimykotischer, antidstroge-
ner, antiepileptischer und antiallergischer Aktivitat, die zur akuten und praventiven Therapie vieler
verschiedener Krebsarten, Stoffwechselstorungen und altersbedingter Erkrankungen eingesetzt wer-
den. Bis heute sind ungefahr 300 verschiedene pharmazeutische Steroide zugelassen, welche die
zweitgrofRte Sparte auf dem Markt flir medizinische Produkte, direkt nach den Antibiotika, darstellen
[34]. Die stereo- und regioselektive Addition von funktionellen Gruppen an Steroide ist daher duflerst
wichtig fur die Entwicklung von neuartigen pharmazeutisch wirksamen Steroiden. Aktuelle Studien
zur ldentifikation neuer Biokatalysatoren untersuchen z.B. die Oxyfunktionalisierung der Positionen
70, 9a, 11a, 11B, 16a und 17a [20,34,40,41]. Die Oxyfunktionalisierung der Position 11 ist vor allem
wichtig fir die Herstellung von therapeutischen Wirkstoffen, wie Hydrocortison mit entziindungs-
hemmenden Eigenschaften. Die Hydroxylierung der Position 16 ist dagegen zur Synthese von Gluco-

corticoiden wichtig [23].

16
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Abbildung 7. Steranstrukturformel: Zu erkennen ist der typische Aufbau des Sterangrundgerists mit den 17 Kohlenstoff-
atomen, welche durch rote Ziffern (1 - 17) hervorgehoben sind, den drei sechsgliedrigen Ringen, A, B, C, und dem fiinfglied-
rigen Ring, D, welche ebenfalls durch Beschriftung in schwarz gekennzeichnet sind.



Einleitung

Da sehr viele eukaryotische P450 Monooxygenase in ihrer natirlichen Funktion eine wichtige Rolle in
der Biosynthese von Steroidhormonen spielen, sind sehr viel mehr eukaryotische als prokaryotische
P450 Monooxygenasen zu der Hydroxylierung von Steroidsubstraten fahig. Ihr biotechnologischer
Nutzen ist jedoch stark eingeschrankt, da sie einerseits membrangebunden vorliegen [46] und ande-
rerseits eine vergleichsweise niedrige Aktivitaten aufweisen [20]. Bakterielle P450 Monooxygenasen
liegen dagegen I6slich vor und kénnen in groRen Mengen Uberexprimiert werden, so dass eine we-
sentlich hohere Gesamtaktivitat der prokaryotischen P450 erreicht werden kann. Allerdings sind nur
sehr wenige bakterielle P450 Monooxygenasen bekannt, die die Hydroxylierung von Steroiden kata-
lysieren kénnen [122]. So konnten zum Beispiel Agematu et al. nur fiir 24 von 213 unterschiedlichen
bakteriellen P450 Monooxygenasen Aktivitat zur Hydroxylierung von Testosteron nachweisen. Eine
dieser P450 Monooxygenasen ist CYP154C5 aus dem humanpathogenen Krankheitserreger Nocardia
farcinica [1], welche zuvor von Ishikawa et al. durch das Screening des vollstandigen Genoms von N.

farcinica IFM 10152 als putative P450 Monooxygenase identifiziert werden konnte [53].

N. farcinica gehort zu den Actinobacteria und ist ein Bodenbakterium, welches ein moglicher Auslo-
ser der sogenannten Nokardiose ist. Diese ist eine granulomatdse Infektionskrankheit, an der haupt-
sachlich immungeschwéachte Personen erkranken und die Lunge, Gehirn, das zentrale Nervensystem
oder die Haut befallen kann [53]. CYP154CS5 ist eine Klasse | Cytochrom P450 Monooxygenase, deren
Eigenschaft, Testosteron mit hoher Aktivitat selektiv an der 16a-Position zu hydroxylieren, von Age-
matu et al. nachgewiesen [1] und von Bracco et al. eingehender charakterisiert wurde [20]. Da die
natlirlichen Elektronentransferkomponenten von CYP154C5 bislang unbekannt sind, konnten sie
unter anderem durch die Elektronentransferkomponenten Putidaredoxinreduktase (PdR) und Putida-

redoxin (Pdx) des P450cam-Systems aus Pseudomonas putida erfolgreich ersetzt werden [1,20,89].

CYP154C5
Pdx/PdR

0] 0,

Abbildung 8. Hydroxylierung der 16a-Position von Testosteron durch die Klasse | Cytochrom P450 Monooxygenase
CYP154C5 aus Nocardia farcinica mit den Elektronentransferkomponenten Pdx und PdR des P450cam-Systems.

1.7 Substratlimitierung in der Ganzzellbiokatalyse
Die Biokatalyse ist zweifelsfrei eine sehr wichtige, immer haufiger genutzte Moglichkeit zur umwelt-
freundlichen Synthese von Feinchemikalien und pharmazeutischen Wirkstoffen. In einigen industriel-

len Prozessen werden Enzyme bereits haufiger in Form von Ganzzellsystemen als in Form isolierter
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Enzyme zur Biokatalyse eingesetzt [108]. Grundséatzlich bendtigen isolierte Enzyme aufwendigere
upstream Verfahren, wahrend Ganzzellsysteme mit einem héheren downstream Aufwand verbunden
sind. Der grofite Vorteil ganzer Zellen ist die Moglichkeit, auf die aufwendige Regeneration von teu-
ren Cofaktoren verzichten zu kénnen, da NADH und NADPH durch den zelleigenen Metabolismus
regeneriert werden. NADH kann in Glykolyse und Zitronensaurezyklus und NADPH in der oxidativen
Phase des Pentose Phosphatwegs regeneriert werden. Desweiteren zeigen Enzyme in Ganzzellsyste-
men eine wesentlich hohere Stabilitat, als in isolierter und aufgereinigter Form. In einigen Fallen
ermoglichen sie zudem Reaktionen, die durch isolierte Enzyme nicht katalysiert werden kdnnen. So
wird durch Ganzzellbiokatalyse zum Beispiel der Einsatz von Enzymkaskaden mdglich, welche die
Synthese von Stoffen ermoglichen, die nur von mehr als einem Enzym synthetisiert werden kénnen

[118].

Der Einsatz von Ganzzellbiokatalysatoren besitzt daher auf der einen Seite einige entscheidende Vor-
teile. Auf der anderen Seite laufen Biotransformationen mit Ganzzellsystemen in der Regel ein- bis
zweimal langsamer ab, da die natirliche Funktion der Zellwand im Kontrast zu den Bedirfnissen der
Industrie steht. Verhindert die Zellwand in der Natur die Aufnahme von fir die Zelle toxischen Sub-
stanzen, kann sie in industriellen Prozessen effektiv die Aufnahme mancher Substrate bzw. das Frei-
setzen einiger Produkte einschrdanken. Die langsame Substrataufnahmerate wirkt sich dann entspre-
chend limitierend auf die Substratumsatzraten aus. Die reduzierte Produktabgaberate kann zum Ak-
kumulieren von fiir die Zelle toxischen Produkten innerhalb der Zelle und damit zu Produktinhibie-
rung fliihren [25]. Vor allem die Biotransformation von hydrophoben Substraten, wie zum Beispiel die
Hydroxylierung von Steroiden mit P450 Monooxygenasen, kann in einigen Fallen durch eine stark
eingeschrankte Substrataufnahmerate verlangsamt werden. So stellt vor allen Dingen die Zellwand
der gramnegativen Bakterien aufgrund ihrer Beschaffenheit eine sehr effektive natlrliche Barriere
gegen die Aufnahme von hydrophoben Molekiilen dar [10,81]. Der Aufbau der gramnegativen Zell-

wand ist in Abbildung 9 dargestellt.

Gramnegative Bakterien sind von zwei Membranen umgeben. Bei der inneren Membran handelt es
sich um eine gewodhnliche Lipiddoppelschicht, die aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften fir die
Aufnahme von hydrophoben Substanzen kein Problem darstellt [25]. Im Gegensatz dazu besteht die
duBere Membran jedoch aus einer inneren Schicht Phospholipiden und einer duReren Schicht Lipo-
polysaccharide (LPS). Die Zuckermolekile der sogenannten LPS-Schicht schrianken duRerst effektiv
die spontane Diffusion von hydrophoben Molekiilen durch die Zellwand und somit sowohl die Auf-
nahme von Substrat-, als auch die Abgabe von Produktmolekiilen ein. Studien haben gezeigt, dass
hydrophobe Molekiile ungefahr 100 bis 150 mal langsamer durch die amphiphile LPS-Schicht dringen
kdénnen, als durch eine Lipiddoppelschicht [25].



Einleitung

Um dennoch den Transport von Molekilen durch die duRere Membran zu erméglichen, enthalt sie
Transportproteine. Die regularen Transportproteine der dueren Membran werden in drei verschie-
dene Klassen eingeteilt. Die Porine, wie OmpC oder OmpF, erlauben nur die unspezifische Aufnahme
von kleinen hydrophilen Molekdlen, die nicht gréRer als 0,6 kDa sind. Die zweite Klasse sind substrat-
spezifische Kanale, wie beispielsweise der Zuckertransporter LamB aus E. coli, der Maltose und Mal-
todextrin transportieren kann. Bei der dritten Klasse handelt es sich um die TonB-anhangigen Rezep-
toren, aktive Transporter, die hydrophile Molekiile gegen einen Konzentrationsgradienten transpor-
tieren konnen. In einer Vielzahl von Studien konnte nur einer sehr geringen Anzahl dieser Transport-
proteine eine Aktivitat fur hydrophobe Molekiile nachgewiesen werden. Eine der wenigen Ausnah-
men bildet zum Beispiel FadL aus E. coli, welches langkettige Fettsduren transportieren kann [10]. Die
Aufnahme und Ausschleusung von hydrophoben Molekiilen findet daher im Allgemeinen fast aus-

schlieBlich durch passive Diffusion statt.

Extrazellularer Bereich

LPS

Polysaccharid
W Lipid A

Periplasma

Phospholipid
u Hydrophober Schwanz
HHHH”HH”HHHH”HHH IM Hydrophiler Kopf

Cytoplasma

Abbildung 9. Schematische Darstellung des Aufbaus der gramnegativen Bakterienzellwand. IM: Innere Membran. AM:
AuRere Membran. Die Abbildung wurde van den Berg et al. [10] entnommen.

Ein weiteres Problem hydrophober Substrate ist die geringe Loslichkeit in wassrigen Medien, was die
Bioverfiigbarkeit zusatzlich reduziert. Aus diesem Grund werden in der Biokatalyse entweder organi-
sche Medien als Losungsmittel zugesetzt [73] oder die Loslichkeit der hydrophoben Substrate und die
Permeabilitat der Zellwande durch Zusatz von Detergenzien, Tensiden und Cyclodextrinen verbessert
[72]. Allerdings sind diese Additive im industriellen MaRstab entweder zu teuer oder wirken sich ne-

gativ auf die Stabilitat der Zellwand aus.
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1.8 Mutagenese

Besitzt ein Enzym oder Protein nicht die Eigenschaften, die fiir einen industriellen Prozess benétigt
werden, kdnnen sie durch Protein engineering ,,mallgeschneidert” werden. Durch gerichtete Evoluti-
on oder rationales Proteindesign ist es moglich, maRgeschneiderte Enzyme und Proteine zu generie-
ren, welche die gewlinschten Eigenschaften, wie zum Beispiel eine andere Stereo- oder Regioselekti-

vitat oder ein erhohtes Temperaturoptimum besitzen.

Bei der gerichteten Evolution wird durch rekombinierende oder nichtrekombinierende Methoden
eine unbestimmte Anzahl Mutationen zufallig in ein Protein eingefiihrt. Die haufigste in der Biotech-
nologie verwendete nichtrekombinierende Methode ist die error prone Polymerasekettenreaktion
[27], in der ein Gen durch eine DNA-Polymerase mit reduzierter Korrekturlesefunktion amplifiziert
wird. Durch Variation der Bedingungen der Polymerasekettenreaktion (PCR) und der Zusammenset-
zung des PCR master mix, kann die Fehlerrate zusatzlich erh6ht werden. Aufgrund des degenerierten
genetischen Codes (codon bias), einem unterschiedlichen Mutationsspektrum der eingesetzten
Polymerasen (error bias) und da bestimmte Arten von Mutationen haufiger eingebaut werden als
andere (mutational bias), existiert jedoch ein hohes Ungleichgewicht in Haufigkeit und Art der Muta-
tionen. In Folge dessen wurden eine Vielzahl von Methoden entwickelt, die zum Beispiel durch Ver-
wendung von Nucleotidanaloga die Fehlerrate und das Verhaltnis von Transversionen zu Transitionen
beeinflussen kénnen [117,121]. Rekombinierende Methoden beruhen auf der homologen Rekombi-
nation von Genen, die als natlirlicher Evolutionsprozess, genau wie einzelne Mutationen, zur Ent-
wicklung neuer und zur Verbesserung bereits vorhandener Proteine in vivo fihren kann. Die bekann-
teste rekombinierende Methode ist das sogenannte DNA shuffling, das bereits 1994 von Stemmer et
al. entwickelt wurde [107]. Damit eine verbesserte Mutante identifiziert werden kann, miissen die
generierten Mutantenbibliotheken aufwendig durch screening oder Selektion durchgemustert wer-
den. Durch screening kdnnen Klone mittels Protein-spezifischen Hochdurchsatztests getestet wer-
den. Bei der Selektion kénnen nur die Klone Uberleben, die die gewlinschte Mutation oder Eigen-
schaft besitzen [2,49]. Da durch Selektion wesentlich gréBere Mutantenbibliotheken durchgemustert
werden kdnnen, ist sie zwar grundsatzlich zu bevorzugen, allerdings muss haufig erst sehr aufwendig

ein funktionierendes Selektionssystem entwickelt werden.

Das rationale Proteindesign beruht auf einer Fiille von Hintergrundinformationen liber das Protein,
dessen Struktur und Eigenschaften. Basierend auf den Informationen, die iber das Protein bekannt
sind, kdnnen ganz gezielt Mutationen durch ortsspezifische Mutagenese in ein Protein eingebaut
werden, die dann zu der gewtinschten Eigenschaft fiihren. Haufig wird zur Berechnung von sinnvollen
Mutanten Software aus der Bioinformatik herangezogen, mit denen beispielsweise berechnet wer-
den kann, ob ein Protein stabiler wird, wenn an einer spezifischen Stelle eine bestimmte Aminosaure

gegen eine andere ausgetauscht wird. Die generierten Mutanten eines rationalen Proteindesigns



Einleitung

durchzumustern, ist wesentlich schneller und einfacher, da im Gegensatz zu den riesigen Bibliothe-
ken der gerichteten Evolution nur eine sehr kleine tGberschaubare Anzahl an Mutanten getestet wer-

den muss.

1.9 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Verbesserung des Substratumsatzes hydrophober Substrate in Ganzzellbio-
transformationen mit E. coli anhand des Beispiels von Steroidhydroxylierungen mit Cytochrom P450
Monooxygenasen. Dabei sollte die limitierende Substrataufnahme in den Ganzzellbiokatalysen durch
den Einsatz von Elicitinen vermindert und der Umsatz somit verbessert werden, um so letztendlich

auf den Einsatz von teuren oder Zellwand-destabilisierenden Additiven verzichten zu kénnen.

Um dies zu erreichen, musste zunachst ein schnelles und einfaches System zur heterologen Expressi-
on und Aufreinigung rekombinanter Elicitine in E. coli etabliert werden. Da die |6sliche Expression der
Elicitine in E. coli zuvor an den drei konservierten Disulfitbriicken gescheitert war, sollten unter-
schiedliche Wege zur heterologen Expression von Disulfitbriickenproteinen in E. coli getestet wer-
den. Die Expression von vier Elicitinen, a-Capsicein aus Phytophthora capsici, a-Megaspermin aus
Phytophthora megasperma, B-Cinnamomin aus Phytophthora cinnamomi und B-Cryptogein aus Phy-
tophthora cryptogea, sollte cytoplasmatisch in Stammen, die fir die Expression von Disulfidbri-
ckenproteinen in E. coli optimiert wurden, oder durch Sekretion ins Periplasma von E. coli optimiert
werden. In einem weiteren Ansatz sollte die Anzahl der Disulfidbriicken durch ortsspezifische Muta-
genese verringert werden. Da die Aufreinigung der Elicitine bislang aus mindestens zwei chromatog-
raphischen Schritten bestand und die Aufreinigung durch immobilisierte Metallionenaffinitatschro-
matographie mittels His-tag noch nicht versucht worden war, sollte auch die Expression und Aufrei-
nigung mit N- bzw. C-terminalem His-tag getestet werden. Um die funktionelle Expression der Eliciti-
ne sicherzustellen, sollte anschlieRend die Sterolbindefahigkeit der exprimierten Elicitine getestet

werden.

Um den grundlegenden Beweis zu erbringen, dass Elicitine einen positiven Einfluss auf den Substrat-
umsatz von Ganzzellbiokatalysen mit E. coli zu zeigen, sollten Ganzzellbiotransformationen mit Zu-
satz von aufgereinigtem Elicitin untersucht werden. Als Beispielreaktion sollte die Hydroxylierung von
sechs Steroidsubstraten (siehe Abbildung 10) durch E. coli C43(DE3)-Zellen dienen, in welchen zuvor
die P450 Monooxygenase CYP154C5 aus N. farcinica und die Elektronentransferkomponenten Pdx
und PdR des P450cam-Systems coexprimiert wurden. Im Anschluss daran sollte die Coexpression der
Elicitine mit CYP154C5, Pdx und PdR in E. coli C43(DE3) getestet werden. Die Hydroxylierung der
sechs Steroide sollte dann mit dem so modifizierten Ganzzellbiokatalysator getestet werden, um den

Effekt der Elicitine auch in-vivo auf den Steroidumsatz zu untersuchen.
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Pregnenolon (1) Testosteron (2) Progesteron (3)

Tl

HO

Tl

HO

Dehydroepiandrosteron (4) Androstendion (5) Nandrolon (6)

Abbildung 10. Strukturformeln der sechs Steroidsubstrate Pregnenolon (1), Testosteron (2), Progesteron (3), Dehydroe-

piandrosteron (4), Androstendion (5) und Nandrolon (6), deren Umsatz in dieser Arbeit, mit und ohne Zusatz von Elicitin,
getestet werden sollte.
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2 Ergebnisse

2.1 Design der synthetischen Elicitingene

Um die Expression der Elicitine in E. coli zu etablieren, wurden die vier Elicitine a-Capsicein (Accessi-
on: Q547Q9), a-Megaspermin (Accession: Q8L691), B-Cinnamomin (Accession: Q9TOM7) und B-
Cryptogein (Accession: P15570) ausgewahlt. Zu den beiden B-Elicitinen existierten zu Beginn der Ar-
beit bereits Kristallstrukturen, die sich bei einer spateren gerichteten Evolution von Vorteil erweisen
hatten kdnnen und mehrere Publikationen, in denen gezeigt wurde, dass es sich bei beiden Elicitinen
um gute Steroltransporter handelt. Da sich B-Cryptogein bislang nicht in E. coli exprimieren lie} und
die beiden B-Elicitine eine hohe Sequenzidentitdt aufwiesen, wurden daher zuséatzlich die beiden a-
Elicitine ausgewahlt, da diese etwas groRere Sequenzunterschiede besallen und so vielleicht eine
heterologe Expression in E. coli ermdglichen wiirden. Weil die Expression der nativen B-
Cryptogeingensequenz zuvor misslang [83], sollten die synthetischen Gene der vier Elicitine aulRer-

dem in E. coli Codongebrauch generiert werden.

Die Proteinsequenzen der vier Proteine wurden der NCBI-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

entnommen und mit Hilfe der Gene Designer Software Version 1.1.4.1 der Firma DNA 2.0 (Menlo
Park, USA) in die DNA-Sequenz in E. coli Codongebrauch ,zurilicktranslatiert“. Da die Elicitine im An-
schluss an die Expression unter anderem Uber His-tag aufgereinigt werden sollten, sich aber auf dem
pET-28a(+)-Plasmid im Anschluss an den N-terminalen His-tag eine Thrombinerkennungssequenz
befand, wurden zusatzlich die Erkennungssequenz der spezifischeren TEV-Protease und ein N-
terminaler His-tag an den Anfang der synthetischen Gene gestellt. Durch voranstellen einer Ncol-Re-
striktionsschnittstelle wurde so der Austausch der Erkennungssequenz der weniger spezifischen
Thrombinprotease mit der TEV-Erkennungssequenz wahrend der Klonierung in pET-28a(+) ermog-
licht. Damit die synthetischen Gene auch in pBADN kloniert werden konnten, wurde zwischen der
TEV-Erkennungssequenz und den eigentlichen Genen eine Ndel-Restriktionsschnittstelle eingefiigt,
um so anschliefend die Klonierung in pBADN ohne His-tag zu ermdglichen. Als zweite Restriktions-
schnittstelle fiir die Klonierung in pET-28a(+) und pBADN wurde die EcoRI-Restriktionsschnittstelle C-
terminal an die synthetische Gene angehangt. Die synthetischen Gene der vier Elicitine cap, meg, cin
und cry wurden von der Firma Mr. Gene GmbH synthetisiert und in den pMA-T-Plasmiden geliefert.
Die Plasmide mit den synthetischen Genen wurden in E. coli Top10 transformiert und die Gene an-

schlieBend durch Sequenzierung verifiziert.

2.2 Expression und Proteinaufreinigung der Elicitine
Zunachst sollte die Expression der Elicitine in E. coli optimiert werden, da die I6sliche Expression der
Elicitine in E. coli zuvor nicht erfolgreich durchgefiihrt werden konnte. Da letztendlich der Steroid-

substratumsatz in der Biokatalyse durch Coexpression der Elicitine mit CYP154C5, Pdx und PdR in E.
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coli verbessert werden sollte, musste daher zuerst die Expression optimiert werden und ausreichend

Elicitin hergestellt werden, bevor mit den biokatalytischen Versuchen begonnen werden konnte.

2.2.1 Cytoplasmatische Expression in Escherichia coli

Die cytoplasmatische Expression der Elicitine wurde in den beiden E. coli-Stammen SHuffle® T7 und
SHuffle® T7 Express getestet, die fiir die Expression von Proteinen mit mehreren Disulfidbriicken im
Cytoplasma optimiert wurden, indem unter anderem sowohl die Glutathionreduktase Gor, als auch
die Thioredoxinreduktase TrxB ,ausgeknockt” wurden. Um die korrekte Bildung der Disulfidbricken
im Cytoplasma zusatzlich zu unterstiitzen, exprimieren die Stamme konstitutiv eine chromosomale
Kopie der Disulfidisomerase DsbC. E. coli SHuffle® T7 Express ist auerdem Lon- und OmpT-defizient,
der E. coli SHuffle® T7-Stamm trigt das lacl®Allel, das die Repression des lac-Promotors um einen
Faktor von ungefdhr finf bis zehn verbessert. Als Expressionsplasmide wurden pET-28a(+) und
pBADN ausgewahlt. Ersteres gehort zu den pET-Plasmiden von Merck Millipore, mit denen bereits
viele Proteine mit Hilfe der starken T7-Polymerase unter Kontrolle des Lac-Promotors sehr erfolg-
reich exprimiert werden konnten. Bei pBADN handelte es sich um eine von Jin et al. [56] modifizierte
Variante des kommerziellen pBAD/myc-HisA von Invitrogen. Von pBADN sollten die Elicitine iber den
etwas schwacheren Arabinosepromotor araBAD exprimiert werden. Durch Verwendung unterschied-
licher Arabinosekonzentrationen kénnen mit Hilfe von pBADN in einigen Fallen verschieden starke
Expressionslevel erreicht werden. Beide Plasmide besitzen den pBR322 Replikationsursprung, was
die spatere Coexpression von CYP154C5 mit pIT2 und Pdx/PdR mit pACYCDuet™-1 erméglicht. pET-
28a(+) wurde zur Expression der Elicitine mit His-tag und pBADN zur Expression ohne His-tag ausge-
sucht. Zunachst wurde nur die Expression der beiden besseren Steroltransporter B-Cinnamomin und
B-Cryptogein getestet, um zu ermitteln, ob sich eines der beiden Plasmide als signifikant besser zur

Expression der Elicitine herausstellte und um die optimalen Expressionsbedingungen zu etablieren.

2.2.1.1 Expression mit pBADN
Die Expression der beiden B-Elicitine mit pBADN wurde in beiden SHuffle®-Stammen ohne His-tag

getestet.

2.2.1.1.1 Klonierung der Plasmide pBADNCin und pBADNCry

Die synthetischen Gene cin und cry der Elicitine B-Cinnamomin und B-Cryptogein konnten mit den
Restriktionsenzymen Ndel und EcoRI erfolgreich aus dem pMA-TCin- und dem pMA-TCry-Plasmid in
pBADN (siehe Abbildung 62 in Abschnitt 7.3) kloniert werden. Die Konstrukte pBADNCin und
pBADNCry wurden in E. coli Top10 transformiert, die Plasmide durch einen Kontrollverdau mit Ndel
und EcoRl lberprift, anschlieBend sequenziert und zur Expression in chemisch kompetente E. coli

SHuffle® T7- und SHuffle® T7 Express-Zellen transformiert.
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2.2.1.1.2 Testexpression im Schiittelkolben

Um die Expression der beiden B-Elicitine mit pBADN im E. coli Cytoplasma zu testen, wurde die Ex-
pression von B-Cinnamomin und B-Cryptogein in beiden SHuffle®-Stammen in 25 mL terrific broth
(TB)-Medium im Schittelkolben mit 0,2 % Arabinose induziert und bei 30 °C bzw. 37 °C fiir 41 bzw.
44 h exprimiert und anschlieRend geerntet. Von den Expressionen bei beiden Temperaturen wurde
direkt vor der Induktion eine Probe genommen. Wahrend der Expression der 30 °C-Kulturen wurden
nach 1,5, 16, 25,5 und 41 h jeweils eine weitere Proben genommen. Bei den 37 °C-Kulturen wurden
die Proben nach 4,5, 19, 28,5 und 44 h genommen. Die Proben wurden aufgeschlossen und lber

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) analysiert (siehe Abbildung 11 und Abbildung 12).
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Abbildung 11. Cytoplasmatische Expression von B-Cinnamomin mit pBADN in E. coli SHuffle® T7 und SHuffle® T7 Express bei
30 °C (A) und 37 °C (B): M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. T7: SHuffle® T7. T7E: SHuffle® T7 Express.
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Abbildung 12. Cytoplasmatische Expression von B-Cryptogein mit pBADN in E. coli SHuffle® T7 und SHuffle® T7 Express bei
30 °C (A) und 37 °C (B): M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. T7: SHuffle® T7. T7E: SHuffle® T7 Express.

Bei der erwarteten Hohe von 10 kDa war auf keinem der Gele eine Expression der Elicitine nachweis-
bar, jedoch waren schwache Banden auf einer Hohe von 12 KDa erkennbar. Obwohl B-Cinnamomin
und B-Cryptogein ein theoretisches Molekulargewicht von 10,3 kDa besitzen, laufen ihre Banden

vermutlich auf einer Hohe von ca. 12 kDa. Bereits in der Publikation von O’Donohue et al. [83] be-
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fand sich die Bande des aufgereinigten B-Cryptogeinwildtyps auf einer Hohe von ca. 11 bis 12 kDa,
weshalb die Banden auf dieser Hohe in den Gelen in Abbildung 11 und Abbildung 12 den beiden Elici-
tinen zugeordnet werden konnten. In den |6slichen Fraktionen der Kulturen der vier Expressions-
stamme bei 30 °C und 37 °C sind von der Induktion bis zum Ende der Expression zu jedem Zeitpunkt
unterschiedlich intensive Proteinbanden bei 12 kDa zu erkennen, die auf eine schwache Expression
der Elicitine hindeuten. Die Expression von I6slichem B-Cinnamomin mit pBADNCin bei 30 °C funktio-
nierte in beiden E. coli-Stammen deutlich besser als bei 37 °C, obwohl die Kulturen bei 30 °C sogar
vier Stunden kiirzer exprimiert worden waren. Abgesehen von der Temperatur scheint sich E. coli
SHuffle® T7 Express besser zur Expression von B-Cinnamomin zu eignen. Bei Vergleich der Protein-
banden zum Zeitpunkt 41 bzw. 44 h erweist sich die Expression von pBADNCin in E. coli SHuffle® T7
Express bei 30 °C als am starksten. Fir die Expression mit pBADNCry scheint die Wahl des Expressi-
onsstammes keinen Unterschied zu machen, die Expression bei 37 °C schien jedoch ein minimal bes-
seres Expressionsergebnis zu erzielen, als die Expression bei 30 °C. Die Banden in den Pelletfraktio-
nen der beiden Expressionen mit pBADNCin, insbesondere der 37 °C Expression, weisen auf eine
relativ hohe Expression von B-Cinnamomin in Form von inclusion bodies hin. B-Cryptogein auf der
anderen Seite scheint fast gar nicht in Form von inclusion bodies exprimiert worden zu sein, da in
Abbildung 12 weder in den Pelletfraktionen bei 30 °C noch bei 37 °C signifikante Banden identifiziert
werden konnten. Auch fallt die Expression von l6slichem Protein im direkten Vergleich mit der B-

Cinnamominexpression bei 30 °C deutlich schwacher aus.

2.2.1.1.3 pBADNCIn Pilotexpression

Da mit E. coli SHuffle® T7 Express pBADNCin die héchste Expression von allen vier Varianten erzielt
werden konnte, wurde dieser Stamm fiir eine Pilotexpression mit unterschiedlich starker Induktion
ausgewahlt, um den Einfluss der Induktorkonzentration auf das Expressionsniveau und die 16sliche
Expression der Elicitine zu untersuchen. Der Pilotexpressionsversuch wurde in drei parallelen Ansat-
zen durchgefiihrt, die in jeweils 25 mL Luria-Bertani-Medium (LB) mit 0,2, 0,02 oder 0,002 % Arabino-
se induziert und anschlieend fiir 4 h bei 37 °C exprimiert wurden. Von jeder der drei Kulturen wur-
den Proben nach dem Animpfen der Kulturen, unmittelbar vor der Induktion und nach der Expressi-
on genommen. Die Proben wurden aufgeschlossen und sowohl der 16sliche Uberstand, als auch die

Pelletfraktion mit dem unldslichen Protein auf dem SDS-Gel analysiert (siehe Abbildung 13).

Auch in dem Pilotexpressionsversuch mit variierenden Induktorkonzentrationen konnte B-Cinnamo-
min nicht Gberexprimiert werden. In Abbildung 13 war zwar auf Gel A zum Zeitpunkt der Induktion in
den Fraktionen mit dem I6slichen Protein eine schwache Bande bei 12 kDa in allen drei Kulturen er-
kennbar. Da diese jedoch im Anschluss in der 4 h Expressionsprobe nicht mehr auffindbar war und es
sich bei dem pBAD-Promotor auRerdem um einen sehr stark regulierten Promotor handelt, musste

diese Bande vermutlich E. coli Protein zugeordnet werden. In den Pelletfraktionen auf Gel B war bei
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einer Induktion mit 0,2 % Arabinose im Gegensatz zu dem voran gegangenen Experiment nur eine
sehr schwache Expression in Form von inclusion bodies zu beobachten, bei der Induktion mit 0,02 %
und 0,002 % Arabinose war nach 4 h jeweils eine etwas deutlichere Bande zu erkennen. Weil die
Expression des Elicitins daher auch durch die Variation der Induktorkonzentration nicht verbessert
werden konnte, das exprimierte Elicitin keinen His-tag besaR und sich die parallel getestete Expressi-
on mit pET-28a(+) als signifikant besser erwies (siehe Abschnitt 2.2.1.2), wurde daher die Strategie
zur Expression der Elicitine mit Hilfe der pBADN-Plasmide nicht weiter verfolgt. Aus diesem Grund

wurde auch die Expression der beiden a-Elicitine mit pBADN nicht getestet.
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Abbildung 13. Léslicher Uberstand (A) und Pelletfraktionen (B) der Pilotexpression mit pBADNCin in E. coli SHuffle® T7
Express bei 37 °C: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. 1: 0,2 % Arabinose. 2: 0,02 % Arabinose. 3: 0,002 % Arabinose.

2.2.1.2 Expression mit pET-28a(+)
Die Expression der Elicitine mit pET-28a(+) wurde in E. coli SHuffle® T7 und SHuffle® T7 Express mit N-

terminalen His-tag getestet.

2.2.1.2.1 Klonierung

Die Gene der vier Elicitine cin, cry, cap und meg wurden mit den Restriktionsenzymen Ncol und EcoRl
inklusive des N-terminalen His-tags und der TEV-Schnittstelle erfolgreich aus den pMA-T-Plasmiden
in das pET-28a(+)-Plasmid (siehe Abbildung 63 in Abschnitt 7.3) kloniert. Die resultierenden pET-
28a(+)HisCin-, pET-28a(+)HisCry-, pET-28a(+)HisCap- und pET-28a(+)HisMeg-Plasmide wurden in E.
coli Top10 transformiert und der Erfolg der Ligation durch einen Kontrollverdau mit Ncol und EcoRI
untersucht. AnschlieRend wurden die Plasmide durch Sequenzierung auf Mutationen tberprift und
zur cytoplasmatischen Expression in chemisch kompetente Zellen der E. coli-Stamme SHuffle® T7 und

SHuffle® T7 Express transformiert.

2.2.1.2.2 Testexpression im Schiittelkolben

Parallel zu der Testexpression der B-Elicitine mit pBADNCin und pBADNCry wurde die cytoplasmati-
sche Expression der beiden Elicitine mit pET-28a(+) in E. coli SHuffle® T7 und SHuffle® T7 Express
durchgefihrt. Dazu wurde die Expression der beiden Elicitine in jeweils 25 mL TB mit 0,8 mM Isopro-

pyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert und die Kulturen anschlieRend bei 15, 30 und 37 °C
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inkubiert. Vor der Induktion der Expression sowie nach 5, 21, 29 und 45 h Expression wurde jeweils
eine Proben genommen und aufgeschlossen. Die I8slichen Uberstande aller Proben und die Pellet-

fraktionen der 45 h-Probe wurden iber SDS-PAGE analysiert (siehe Abbildung 14 bis Abbildung 16).
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Abbildung 14. Cytoplasmatische Expression von B-Cinnamomin (A) und B-Cryptogein (B) von pET-28a(+) in E. coli SHuffle®
T7 und SHuffle® T7 Express bei 37 °C: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. 1: 0 h I8slicher Uberstand (US). 2: 5 h US. 3:
21 h US. 4:29 h US. 5: 45 h US. P: 45 h Pelletfraktion. T7: SHuffle® T7. T7E: SHuffle® T7 Express.

Abbildung 15. Cytoplasmatische Expression von B-Cinnamomin (A) und B-Cryptogein (B) von pET-28a(+) in E. coli SHuffle®
T7 und SHuffle® T7 Express bei 30 °C: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. 1: 0 h I8slicher Uberstand (US). 2: 5 h US. 3:
21 h US. 4:29 h US. 5: 45 h US. P: 45 h Pelletfraktion. T7: SHuffle® T7. T7E: SHuffle® T7 Express.
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Abbildung 16. Cytoplasmatische Expression von B-Cinnamomin (A) und B-Cryptogein (B) von pET-28a(+) in E. coli SHuffle®
T7 und SHuffle® T7 Express bei 15 °C: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. 1: 0 h I8slicher Uberstand (US). 2: 5 h US. 3:
21 h US. 4:29 h US. 5: 45 h US. P: 45 h Pelletfraktion. T7: SHuffle® T7. T7E: SHuffle® T7 Express.
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Bereits in diesem ersten Expressionsversuch mit pET-28a(+)HisCin und pET-28a(+)HisCry konnte eine
Uberexpression der beiden Elicitine nachgewiesen werden. Bei einer Expressionstemperatur von
37 °C fiuhrte die Expression von B-Cinnamomin und B-Cryptogein mit pET-28a(+) in E. coli T7 und
SHuffle® T7 Express zu einer Uberexpression in Form von inclusion bodies, wenn auch keine Expressi-
on in l6slicher Form nachgewiesen werden konnte. Das Expressionsniveau von B-Cinnamomin lag
dabei leicht hoher, als das von B-Cryptogein. Die Banden der inclusion bodies lagen bei der Expressi-
on mit dem pET-28a(+)-Plasmid auf einer Hohe von ca. 14 kDa. Das Senken der Expressionstempera-
tur auf 30 °C flihrte, sowohl in E. coli SHuffle® T7, als auch in E. coli SHuffle® T7 Express, zu einer sig-
nifikant erhéhten Expression von beiden Elicitinen in Form von inclusion bodies, ohne jedoch die
Expression in l6slicher Form zu verbessern. Weder B-Cinnamomin noch B-Cryptogein konnten in E.
coli SHuffle® T7 oder SHuffle® T7 Express bei 15 °C tGberexprimiert werden. Zwar konnten schwache
Banden fir die Expression mit pET-28a(+)HisCry und sehr schwache Banden fiir die Expression mit
pET-28a(+)HisCin in Form von inclusion bodies auf dem SDS-Gel in den Pelletfraktionen nachgewiesen
werden, jedoch konnte keine Expression in l6slicher Form festgestellt werden. Zwischen 12 und
15 kDa befanden sich zwar mehrere Proteinbanden, von denen jedoch keine eindeutig einem der
beiden Elicitine zugeordnet werden konnte. Da sowohl das Expressionsniveau in E. coli SHuffle® T7
Express, als auch das Wachstum der E. coli-Kulturen im Vergleich zu E. coli SHuffle® T7 geringfiigig
besser war, wurden die folgenden cytoplasmatischen Expressionsversuche mit E. coli SHuffle® T7

Express durchgefiihrt.

2.2.1.2.3 Expression aller Elicitine in TBS-Medium

Um die Expression der beiden B-Elicitine in 16slicher Form zu verbessern und gleichzeitig die Expres-
sion der beiden anderen Elicitine, a-Capsicein und a-Megaspermin, zu testen, wurde die Expression
der vier Elicitine mit pET-28a(+)HisCin, pET-28a(+)HisCry, pET-28a(+)HisCap und pET-28a(+)HisMeg in
TB-Medium mit Sorbitol (TBS-Medium) getestet. Das in dem Medium enthaltene Sorbitol wirkt sich
verlangsamend auf den Prozess der Translation aus, so dass den Proteinen mehr Zeit bleibt, um die
korrekte Faltung einzunehmen. Die Expression der Elicitine wurde in E. coli SHuffle® T7 Express in je
25 mL TBS-Medium mit 0,8 mM IPTG induziert und 24 h bei 30 °C bzw. 37 °C exprimiert. Nach der
Expression wurde eine Probe genommen, aufgeschlossen und iber SDS-PAGE analysiert (siehe Ab-

bildung 17).

Die Kultivierung in TBS-Medium zeigte keinen positiven Einfluss auf das Expressionslevel der Elicitine
in l6slicher Form. Die vier Elicitine wurden bei 30 und 37 °C auch weiterhin in inclusion bodies libe-
rexprimiert, ohne dass jedoch eine Verbesserung der I6slichen Expression auf dem SDS-Gel erkenn-
bar gewesen ware. Auch in diesem Experiment zeigte sich bei 30 °C grundsatzlich eine héhere Ex-
pression als bei 37 °C, mit Ausnahme von a-Megaspermin, das bei 37 °C am besten in inclusion bodies

exprimiert wurde. Von allen vier verschiedenen Elicitinen wies B-Cinnamomin die hochste Expression
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auf. Da aber auch in diesem Expressionsexperiment keine Banden in den I8slichen Uberstinden
sichtbar waren, sollte der Nachweis von l6slichem Protein im nachsten Versuch durch His-tag-

Aufreinigung erbracht werden.
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Abbildung 17. Cytoplasmatische Expression von B-Cinnamomin und B-Cryptogein (A) und a-Capsicein und a-Megaspermin
(B) in E. coli SHuffle® T7 Express bei 30 °C und 37 °C in TB-Medium: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. US: Ldslicher
Uberstand 24 h-Probe. P: Pelletfraktion 24 h-Probe.

2.2.1.2.4 Protino-Aufreinigung der 16slichen Uberstinde der Expressionen aller vier Elicitine

Um 16slich exprimiertes Elicitin im Uberstand der Expressionen nach dem Zellaufschluss aufzureini-
gen und somit nachzuweisen, wurden die vier Elicitine zunachst mit pET-28a(+) in E. coli SHuffle® T7
Express in jeweils 250 mL TB exprimiert. Die Expression wurde mit 0,4 mM IPTG induziert und die
Kulturen fiir 24 h bei 30 °C exprimiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet, aufgeschlos-
sen und die 16slichen Uberstande anschlieBend mit dem Protino Ni-IDA Kit aufgereinigt. Die gebun-
denen Elicitine wurden jeweils in drei Elutionsfraktionen eluiert, die im Anschluss auf einem SDS-Gel

analysiert wurden (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18. Aufreinigung der Expression der vier Elicitine mit pET-28a(+)HisCin, pET-28a(+)HisCry pET-28a(+)HisCap und
pET-28a(+)HisMeg in E. coli SHuffle® T7 Express in je 250 mL TB tiber Protino Ni-IDA 2000-Sdulen: M: PageRuler™ Prestained
Protein Ladder. E1: Elutionsfraktion 1. E2: Elutionsfraktion 2. E3: Elutionsfraktion 3.

Wie in der Abbildung zu sehen, funktionierte die Aufreinigung Uber die Protinosdulen nur sehr einge-

schrankt. Zum einen war der Reinheitsgrad sehr niedrig, zum anderen konnten die Bande bei ca.
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14 kDa nicht eindeutig den Elicitinen zugewiesen werden. Zwar waren in den ersten Elutionsfraktio-
nen der Elicitine bei ca. 14 kDa ein bis zwei schwache Banden erkennbar, von denen eine auf eine
schwache Expression in |0slicher Form hatte hinweisen kdnnen. Allerdings waren auBer diesen Ban-
den viele weitere Proteinbanden unterschiedlicher GroBen auf dem SDS-Gel vorhanden, von denen
die meisten genauso stark oder sogar starker ausgepragt waren, als die Banden bei 14 kDa. Da min-
destens eine der beiden Banden einem E. coli-Protein zugeordnet werden musste, konnte keine klare
Aussage Uber die erfolgreiche Expression von I6slichem Elicitin getroffen werden. Allerdings ware die
Expression sehr niedrig ausgefallen, selbst wenn es sich bei einer der beiden Banden um I|&sliches
Elicitin gehandelt haben sollte. Um die Expression von l6slichem Elicitin zu verbessern, sollten daher
die Expressionsparameter optimiert werden. Um moglichst viele Parameter gleichzeitig testen zu
konnen, wurde die Optimierung der cytoplasmatischen Elicitinexpression nur noch mit B-
Cinnamomin durchgefiihrt. Die Expression der anderen drei Elicitine wurde solange zuriickgestellt,
bis anhand der Expression von B-Cinnamomin die Expressionsbedingungen optimiert und l6sliche

Expression erzielt werden konnte.

2.2.1.2.5 Optimierung der Expressionsbedingungen von pET-28a(+)HisCin

Um einen besseren Uberblick iber den Einfluss der Expressionsparameter Temperatur, Expressions-
zeit und IPTG-Konzentration auf die |6sliche Expression von B-Cinnamomin mit pET-28a(+)HisCin in E.
coli SHuffle® T7 Express in l6slicher Form zu bekommen, wurden zwdlf verschiedene Kombinationen
der drei Parameter in je 50 mL-Mafstab im Schiittelkolben getestet. Zwolf Kulturen mit TB-Medium
wurden mit Ubernachtkulturen angeimpft und die Expression mit 0,2, 0,5 und 0,8 mM IPTG induziert.
AnschlieBend wurden die Kulturen fiir 16, 32 und 48 h und bei Raumtemperatur (RT), 30 °C und 37 °C
exprimiert. Im Anschluss an die Expression wurde von jeder Kultur jeweils eine Probe genommen,

aufgeschlossen und der I8sliche Uberstand iiber SDS-PAGE analysiert (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19. SDS-PAGE mit den I8sliche Uberstinden der Testexpressionen von B-Cinnamomin mit pET-28a(+)HisCin in E.
coli SHuffle® T7 Express unter Variation von Temperatur, Expressionszeit und Induktorkonzentration: M: PageRuler™ Pres-
tained Protein Ladder. 1: RT, 16 h, 0,2 mM IPTG. 2: 37 °C, 16 h, 0,2 mM IPTG. 3: RT, 48 h, 0,2 mM IPTG. 4: 37,48 h, 0,2 mM
IPTG. 5: RT, 16 h, 0,8 mM IPTG. 6: 37 °C, 16 h, 0,8 mM IPTG. 7: RT, 48 h, 0,8 mM IPTG. 8: 37 °C, 48 h, 0,8 mM IPTG. 9: 30 °C,
32 h,0,5mM IPTG. 10: 30 °C, 32 h, 0,5 mM IPTG. 11: 30 °C, 32 h, 0,5 mM IPTG.
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In keiner der zwolf verschiedenen Expressionskulturen mit E. coli SHuffle® T7 Express pET-
28a(+)HisCin konnte eine Verbesserung des Expressionslevels von I6slich exprimiertem pB-
Cinnamomin festgestellt werden. Weder die Variation der Expressionszeit oder der Temperatur, bei
der die Kulturen inkubiert wurden, noch die Konzentration des IPTG, mit dem die Expression des
Elicitins induziert wurde, machte einen Unterschied. In keiner einzigen Kultur konnte |6sliche Expres-

sion von B-Cinnamomin mit Sicherheit festgestellt werden.

2.2.1.2.6 Rickfaltung von 3-Cinnamomin aus inclusion bodies

Da die I6sliche Expression von B-Cinnamomin im Cytoplasma nicht optimiert werden konnte, sollte
als nachstes die Riickfaltung von B-Cinnamomin aus inclusion bodies getestet werden, um dennoch
ausreichend Elicitin fir erste biokatalytische Versuche zu gewinnen. Die Rickfaltung von exprimier-
ten B-Cinnamomin aus inclusion bodies in die native Proteinform war interessant, da das Elicitin im E.
coli Cytoplasma in hohen Mengen in Form von inclusion bodies exprimiert wurde und weil bereits
zuvor die erfolgreiche Rickfaltung eines dhnlichen Elicitins von O’Donohue et al. gezeigt werden
konnte [83]. Die Expression in inclusion bodies von B-Cinnamomin mit pET-28a(+)HisCin in E. coli
SHuffle® T7 Express wurde in vier parallelen Ansdtzen mit je 250 mL TB-Medium durchgefiihrt, mit
0,8 mM IPTG induziert und die Kulturen 48 h bei 30 °C exprimiert. Unmittelbar vor der Induktion,
nach 24 h Expression und nach 48 h Expression wurde jeweils eine Probe genommen, die anschlie-
Rend aufgeschlossen und Uber SDS-PAGE analysiert wurde. Um auch kleinste Mengen an I6slichem
Elicitin auf den SDS-Gelen nachweisen zu kénnen, wurde zusatzlich eine Western-Blot Methode etab-
liert. Die Kulturen wurden geerntet und unter denaturierenden Bedingungen in Resolubilisie-
rungspuffer aufgeschlossen. B-Cinnamomin wurde direkt aus den inclusion bodies resolubilisiert, da
die direkt im Anschluss folgende His-tag-Aufreinigung eine separate Isolierung der inclusion bodies
unnoétig machte. Die Zelltriimmer wurden abgetrennt und die resolubilisierte B-Cinnamominlésung in
zwei Schritten unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigt. Jeweils die Halfte der Losung wurde
auf eine mit Lysispuffer pH 7,4 mit 6 M Harnstoff equilibrierte Poly-Prep®-Chromatographiesaule,
gepackt mit 2,5 mL Ni Sepharose™ 6 Fast Flow, geladen. Das unspezifisch gebundene Protein wurde
mit Waschpuffer pH 7,4 mit 6 M Harnstoff von der Saule gewaschen und B-Cinnamomin anschlie-
Rend mit Elutionspuffer pH 7,4 mit 6 M Harnstoff in ein bzw. zwei Elutionsfraktionen zu je 3 mL
eluiert. Die Elutionsfraktionen wurden vereinigt und durch Dialyse gegen 0,4 M Tris-HCI pH 8,5 mit
1,5 mM reduziertem Glutathion und 0,3 mM oxidiertem Glutathion dialysiert, um das B-Cinnamomin
Uber Nacht langsam in seine native Form zurlickzufalten. AnschlieRend wurde die Proteinlésung auf-
konzentriert, in 3,5 mL PBS-Puffer pH 7,4 umgepuffert und die Konzentration an B-Cinnamomin tber
das Experion™ Pro260 mit 125 pg/mL Rinderserumalbumin (BSA) als internem Standard bestimmt. In
Abbildung 20 A sind das SDS-Gel und der Western-Blot der Expression, in Abbildung 19 B das SDS-Gel

und der Western-Blot der Aufreinigung dargestellt.
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Abbildung 20. A: Expression von B-Cinnamomin mit pET-28a(+)HisCin in E. coli SHuffle® T7 Express bei 30 °C im 250 mL
MalRstab: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. PO: Probe vor der Induktion. P1: 24 h-Probe. P2: 48 h-Probe. B: Aufrei-
nigung des resolubilisierten B-Cinnamomins: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. RC: Resolubilisierte f-Cinnamomin-
16sung. A: Durchfluss des Auftrags. W1: Waschfraktion 1. W2: Waschfraktion 2. E: Elutionsfraktion.

Mit Hilfe des Western-Blots der Expression konnte die Proteinbande bei ca. 14 kDa eindeutig B-
Cinnamomin zugeordnet werden. AuRer dieser Bande waren drei weitere Banden zu erkennen, bei
ca. 16, 25 und 35 kDa. Bei der Bande auf Hohe von 35 kDa handelte es sich um E. coli-Protein mit
einem hohen Histidinanteil, da die Bande in fast allen Western-Blots auftauchte, auf die zellfreies E.
coli-Extrakt aufgetragen worden war, und in allen Proben eine dhnliche Intensitat besals. Bei der
Bande um 25 kDa konnte es sich rein von der GroRe B-Cinnamomins mit N-terminalem His-tag (MW
= 12831 g/mol) um das Dimer von B-Cinnamomin gehandelt haben. Obwohl die Bande auch nach der
Aufreinigung noch vorhanden war, kann es sich aber nicht um das Dimer gehandelt haben, da durch
die denaturierenden Bedingungen der SDS-PAGE-Methode mdgliche Dimere zu Monomeren redu-
ziert worden waren. Abgesehen davon liegt B-Cinnamomin (PDB: 2aib) laut der PDBePIDA Datenbank

(http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/) monomerisch vor. Woher die Bande stammt und weshalb

sie auch nach der Aufreinigung vorhanden war, bleibt daher zu erklaren. Die Bande bei ca. 16 kDa
entspricht wahrscheinlich E. coli-Protein, da sie im Anschluss der Aufreinigung nicht mehr auftrat.
Dass bereits zum Zeitpunkt der Induktion exprimiertes B-Cinnamomin in inclusion bodies vorlag, kann
auf die schwache Repression des lacUV5-Promotors der T7-Polymerase zurlickgefiihrt werden. Die
Resolubilisierung des Elicitins und die IMAC unter denaturierenden Bedingungen konnten erfolgreich
durchgefiihrt und das Protein zu fast 100 % Reinheit aufgereinigt werden. Nach dem Aufkonzentrie-
ren und Umpuffern konnte eine Gesamtausbeute von 2,5 mg oder bezogen auf das Gesamtvolumen

der Expressionskulturen 2,5 mg pro Liter Kulturvolumen bestimmt werden.

Die Sterolbindeaktivitat der riickgefalteten B-Cinnamominlésung wurde mit dem DHE-Assay Uber-
prift. Abweichend von dem Protokoll in Abschnitt 5.3.9 wurde der Assay mit einem gain von 255
durchgefihrt. Unmittelbar nach der Zugabe von DHE zu der B-Cinnamominlésung wies sie eine mehr
als doppelt so hohe Fluoreszenz wie das reine DHE oder die Negativkontrolle mit BSA auf. Nach flinf

Minuten war die Fluoreszenz des Ansatzes mit B-Cinnamomin 3 x so hoch wie reines DHE und noch


http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/
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1,7 x so hoch wie die Negativkontrolle mit BSA. Da jedoch keine Positivkontrolle zur Verfligung stand
und man unmoglich mit Sicherheit sagen konnte, ob nicht ein Teil des Proteins zwar |6slich, aber
immer noch falsch gefaltet vorlag, konnte keine eindeutige Aussage Uber den Wirkungsgrad der er-
folgreichen Rickfaltung getroffen werden. Aus diesem Grund wurde das riickgefaltete Elicitin nicht

zur Biokatalyse eingesetzt.

Insgesamt betrachtet konnte B-Cinnamomin in E. coli nicht zufriedenstellend cytoplasmatisch expri-
miert werden. Durch die Analyse der Proben auf dem Western Blot in Abbildung 20 konnte schliel3-
lich eindeutig nachgewiesen werden, dass durch die B-Cinnamominexpression in dem Cytoplasma

der E. coli SHuffle®-Stamme kein |6sliches Elicitin erhalten werden kann.

2.2.2 Konstitutive Expression in Pichia pastoris

Da keine ausreichende l6sliche Expression B-Cinnamomins oder eines der anderen drei Elicitine er-
reicht werden konnte, die Riickfaltung des unloslich exprimierten Proteins nur sehr geringe Ausbeu-
ten erzielte und der Grad der Aktivitat nicht eingeschatzt werden konnte, wurden parallel die Expres-
sion in P. pastoris und die periplasmatische Expression in E. coli (siehe Abschnitt 2.2.3) getestet. In P.
pastoris X-33 sollte die Sekretion von B-Cinnamomin mit und ohne His-tag in das umgebende Kul-
turmedium mit Hilfe der a-mating factor Signalsequenz von Saccharomyces cerevisiae getestet wer-

den, um so ausreichend Elicitin fir die ersten biokatalytischen Versuche zu gewinnen.

2.2.2.1 Expression mit pGAPZaA in Pichia pastoris X-33
Zur Expression von B-Cinnamomin mit und ohne His-tag in P. pastoris X-33 wurde das pGAPZaA-
Plasmid mit dem konstitutiven Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAP)-Promotor ver-

wendet.

2.2.2.1.1 Klonierung von pGAPZaACin und pGAPZaAHisCin

Um pGAPZaACin und pGAPZaAHisCin zu generieren, wurde zunachst erfolgreich das f-Cinnamomin-
gen cin Uber PCR von pET-28a(+)HisCin amplifiziert. Mit den Primern PpHisFwd und PpCinRev (siehe
Tabelle 5 in Abschnitt 5.1.2) wurde das vollstdndige synthetische Gen fiir die Expression mit His-tag
amplifiziert. Mit den Primern PpCinFwd und PpCinRev (siehe Tabelle 5 in Abschnitt 5.1.2) wurde nur
das eigentliche B-Cinnamomingen amplifiziert. Uber die PCR-Primer wurden jeweils N-terminal eine
KEX2 Schnittstelle sowie eine Xhol-Restriktionsschnittstelle und C-terminal eine Notl-Restriktions-
schnittstelle angefligt. Die PCR-Produkte wurden jeweils Gber die Restriktionsschnittstellen Xhol und
Notl in pGAPZaA (Abbildung 64, siehe Abschnitt 7.3) kloniert. Die ligierten Plasmide pGAPZaACin und
pPGAPZaAHisCin wurden in chemisch kompetente E. coli Top10-Zellen transformiert und anschlieBend
durch Sequenzierung auf Mutationen (iberprift. Die Plasmide wurden in elektrokompetente P. pas-

toris X-33-Zellen transformiert. Um die homolog integrierten Plasmide in P. pastoris nachzuweisen,
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wurde die chromosomale DNA mehrerer P. pastoris-Kolonien isoliert und mit den oben genannten

Primern durch Kolonie-PCR Uberprift.

2.2.2.1.2 Testexpression

Die Expression mit pGAPZaACin und pGAPZaAHisCin in P. pastoris wurde im 50 mL-Malstab in yeast
extract peptone dextrose (YPD)-Medium getestet. Die Kulturen wurden mit einer Zelldichte von
ODggo = 0,1 inokuliert und anschlieBend fiir 96 h bei 30 °C inkubiert. Unmittelbar nach dem Animpfen,
sowie nach 24 h und 96 h Expression wurde je eine Probe genommen und auf dem SDS-Gel analy-
siert. Im Anschluss an die Expression wurden die Kulturen geerntet, der Kulturtiberstand beider Kul-
turen durch Mischen mit vier Volumenteilen gesattigter Ammoniumsulfatldsung lGber Nacht gefallt

und je eine Probe auf ein SDS-Gel aufgetragen (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21. Expression mit pGAPZaACin (A) und pGAPZaAHisCin (B) in P. pastoris X-33 in YPD Medium bei 30 °C und
Ammoniumsulfatfallung des Kulturliberstands beider Expressionskulturen (C): M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder.
PO: Probe vor der Induktion. P1: 24 h-Probe. P2: 96 h-Probe. KUS: Kulturiiberstand. US: Léslicher Uberstand des Zellauf-
schlusses. Pellet: Pelletfraktion des Zellaufschlusses. +His: Expression von pGAPZoAHisCin. -His: Expression von
pGAPZaACin.

Weder in dem Kulturliberstand der Expression von pGAPZaACin (siehe Abbildung 21 Gel A), noch von
pGAPZaAHisCin (siehe Abbildung 21 Gel B), konnte sekretiertes B-Cinnamomin nachgewiesen wer-
den. Einzig in den Pelletfraktionen der 24 und 96 h-Proben der Expression von pGAPZaACin war eine
schwache Bande bei ca. 12 kDa zu erkennen (theoretisches Molekulares Gewicht des exprimierten B-
Cinnamomin ohne His-tag: MW = 10,4 kDa), was auf eine nicht korrekt ablaufende Sekretion hinge-
deutet haben konnte. Im Gegensatz dazu ist nach der Ammoniumsulfatfallung auf Gel C in der Lo-
sung mit den aufkonzentrierten moglichen Proteinen aus dem Kulturtiberstand der pGAPZaACin-

Expression eine relativ deutliche Bande bei 10 - 12 kDa zu erkennen.

In weiteren Experimenten wurde die Expression von B-Cinnamomin ausschlielich mit pGAPZaACin
getestet, da in der Losung mit den aufkonzentrierten moglichen Proteinen aus dem Kulturiiberstand
der pGAPZaAHisCin-Expression keine Expression nachgewiesen werden konnte. Auerdem wuchsen

die P. pastoris-Zellen mit pGAPZaACin besser, als die Zellen mit dem pGAPZaAHisCin-Plasmid. Die
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Expression wurde in YPD und in yeast nitrogen base (YNB)-Medium wiederholt und die Proteine im
Kulturtiberstand anschliefend mit Ammoniumsulfat gefallt. Jedoch konnte in keinem der folgenden
Experimente bei 12 kDa eine so deutliche Bande wie in Abbildung 21 Gel C reproduziert werden,
sondern nur ein Proteinschmier (siehe Abbildung 21 Gel A und B bei ca. 6 kDa und Abbildung 22 Gel B

im nachsten Abschnitt), der B-Cinnamomin nicht eindeutig zugeordnet werden konnte.

2.2.2.1.3 Aufreinigung liber Kationenaustauschchromatographie

Da durch Ammoniumsulfatfallung des Kulturliberstands mogliches B-Cinnamomin nicht reproduzier-
bar nachgewiesen werden konnte, sollte es aus dem Kulturiiberstand einer Expression von P. pastoris
X-33 pGAPZaACin im Anschluss an eine Ammoniumsulfatfallung Gber Kationenaustauschchromato-
graphie isoliert und aufgereinigt werden. Dazu wurde eine 50 mL YPD-Kultur mit P. pastoris X-33
pPGAPZaACin angeimpft, 72 h bei 30 °C kultiviert und anschlieBend geerntet. Der Kulturiiberstand
wurde durch gesattigte Ammoniumsulfatlésung gefallt, das Prazipitat in 1,5 mL PBS-Puffer pH 7,4
resuspendiert und auf dem SDS-Gel untersucht (siehe Abbildung 22 Gel A und B). Das Konzentrat des
Kulturliberstandes wurde mit 20 mM MES-Puffer pH 6,5 auf 40 mL aufgefillt und auf eine an eine
AKTAprime™ angeschlossene Kationenaustauschersiule (25 mL Toyopearl Super SP-650c) geladen
und das gebundene Protein in 100 mL 20 mM MES-Puffer pH 6,5 mit 1 M NaCl lber einen Gradienten
eluiert. Proben des Durchflusses der Auftragsfraktion und der Elutionsfraktionen, bei denen ein leich-
ter Anstieg der Absorption bei A = 280 nm (A,g,) gemessen wurde, wurden mittels SDS-PAGE analy-

siert und auf B-Cinnamomin untersucht (siehe Abbildung 22 Gel C).
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Abbildung 22. Expression mit pGAPZaACin in P. pastoris bei 30 °C (A), Ammoniumsulfatfallung des méglichen Proteins des
KulturGberstandes (B) und die chromatographische Aufreinigung des aufkonzentrierten Proteins des Kulturliberstandes (C):
M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. (A): KUS: Kulturiiberstand der Expression. US: Zellfreier Extrakt des Zellaufschlus-
ses. P: Pelletfraktion des Zellaufschlusses. (B): K: Aufkonzentriertes Protein des KUS. (C): A: Durchfluss der Auftragsfraktion.
31 - 41: Elutionsfraktionen 31 bis 41.
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Auch durch die Aufreinigung des Kulturliberstandes der Expression von B-Cinnamomin mit
pPGAPZaACin in P. pastoris konnte keine Uberexpression des Elicitins nachgewiesen werden. In Abbil-
dung 22 waren weder im I8slichen Uberstand, noch in der Pelletfraktion auf Gel A signifikante Prote-
inbanden auf einer Hohe von 12 kDa sichtbar, nur zwei sehr schwache Banden in der Pelletfraktion
bei ca. 12 und 14 kDa. In dem aufkonzentrierten Kulturiiberstand konnte zwar eine verstarkte Inten-
sitdt des ,Schmiers” auf einer Hohe von ca. 11 kDa festgestellt werden, jedoch war in keiner der Elu-
tionsfraktionen ausreichend Protein enthalten, um als klar erkennbare Bande auf dem SDS-Gel sicht-

bar zu sein.

Da in P. pastoris nicht ausreichend l6sliches B-Cinnamomin exprimiert werden konnte, um als spezifi-
sche Bande auf dem Gel nachgewiesen werden zu kénnen, wurde die Expression in P. pastoris nicht

weiter verfolgt.

2.2.3 Periplasmatische Expression in Escherichia coli

Die periplasmatische Expression von B-Cinnamomin in E. coli sollte getestet werden, um sich so unter
anderem das oxidierende Milieu des Periplasmas fiir die korrekte Faltung des Elicitins zu Nutze zu
machen. Um eine moglichst gute Sekretion zu erreichen, wurden die drei Sekretionssignalsequenzen
der Proteine PelB, DsbA und MalE getestet. Puertas und Betton beschrieben 2009 die periplasmati-
sche Expression des leech carboxypeptidase inhibitor (LCI) mit Hilfe der Sec-Sekretionssignalsequen-
zen MalEss des Maltosebindeproteins E und DsbAss des Disulfidbindeproteins A [92]. Da die erfolg-
reiche Sekretion immer stark abhangig von der individuellen Paarung eines Proteins und einer Sekre-
tionssignalsequenz ist [8,47], wurde die Sec-Sekretionssignalsequenz PelBss der Pektatlyase PelB [68]
als eine dritte Sekretionssignalsequenz ausgesucht. Bei MalEss und PelBss handelt es sich um Sec-
abhangige Sekretionssignalsequenzen [42], mit Hilfe der DsbAss werden Proteine dagegen lber den

SRP-abhédngigen Sekretionsweg in das Periplasma dirigiert [106].

2.2.3.1 Expression mit pET-22b(+)

Zunachst wurde die Expression von B-Cinnamomin mit pET-22b(+) in E. coli BL21(DE3) durchgefiihrt,
da mit dem pET-22b(+)-Plasmid bereits ein fertiges Expressionsplasmid mit der Sekretionssignalse-
qguenz von PelB (PelBss) vorhanden war und so direkt mit der Optimierung der periplasmatischen
Expression von B-Cinnamomin begonnen werden konnte, noch wahrend die Klonierung der pET-

28a(+)-Expressionsplasmide mit allen drei Sekretionssignalsequenzen durchgefiihrt wurde.

2.2.3.1.1 Klonierung pET-22b(+)HisCin

Das B-Cinnamomingen cin wurde inklusive des N-terminalen His-tags und der TEV-Schnittstelle mit
den Restriktionsenzymen Ncol und EcoRl aus dem Plasmid pET-28a(+)HisCin ausgeschnitten und di-
rekt hinter die PelB Sekretionssignalsequenz von pET-22b(+) (Abbildung 65, siehe Abschnitt 7.3) klo-

niert. Das resultierende Plasmid pET-22b(+)HisCin wurden in chemisch kompetente E. coli Top10
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transformiert und sequenziert. Anschliefend wurde das Plasmid in elektrokompetente Zellen des E.

coli-Expressionsstammes BL21(DE3) transformiert.

2.2.3.1.2 Vergleichsexpression mit pET-22a(+)HisCin und pET-28a(+)HisCin

Die Expression von E. coli BL21(DE3) pET-22b(+)HisCin wurde direkt im Vergleich mit der Expression
von E. coli SHuffle® T7 Express pET-28a(+)HisCin durchgefiihrt, um den direkten Vergleich mit der
cytoplasmatischen Expression zu sehen. Beide Expressionen wurden in 250 mL in TB-Medium durch-
geflihrt, mit 0,4 mM IPTG induziert und anschliefend 48 h bei 30 °C inkubiert. Nach der Expression
wurde je eine Probe genommen, aufgeschlossen und auf dem SDS-Gel analysiert (siehe Abbildung
23).
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Abbildung 23. Vergleich der Expression von B-Cinnamomin mit pET-22b(+)HisCin in E. coli BL21(DE3) und pET-28a(+)HisCin
in E. coli SHuffle® T7 Express in jeweils 250 mL TB bei 30 °C: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. US: Léslicher Uber-
stand nach 24 h Expression. P: Pelletfraktion nach 24 h Expression.

Wie in der Abbildung zu sehen, wurde B-Cinnamomin von E. coli pET-22b(+) zwar exprimiert, jedoch
genau wie mit dem pET-28a(+)-Plasmid nahezu ausschlieBlich in unldslicher Form in inclusion bodies.
Beim direkten Vergleich der Banden der Expression mit dem pET-22b-Plasmid und mit dem pET-
28a(+)-Plasmid zeigt sich fiur die periplasmatische Expression eine leicht schwédchere Gesamtexpres-
sion. Diese war jedoch wahrscheinlich auf versuchsbedingte Schwankungen zurlickzufiihren, da auch
die Expressionen von E. coli SHuffle® T7 Express pET-28a(+)HisCin immer minimal unterschiedliche
Expressionsniveaus von Versuch zu Versuch zeigten. Da mit pET-22b(+)HisCin keine signifikant besse-
re losliche Expression erreicht wurde, konnten durch die Expression von E. coli BI21(DE3) pET-
22b(+)Cin auch keine optimierten Expressionsbedingungen bestimmt werden, mit denen ein quanti-

fizierbarer Vergleich aller drei Sekretionssignalsequenzen moglich gewesen ware.

2.2.3.2 Expression mit pET-28a(+)MalEssCin und pET-28a(+)DsbAssCin
Als nachstes wurde die Expression mit pET-28a(+)MalEssCin und pET-28a(+)DsbAssCin getestet um

einen Anhaltspunkt fiir die Optimierung der periplasmatischen Expression zu finden. Die beiden Sek-
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retionssignalsequenzen der Proteine MalE (MalEss) und DsbA (DsbAss) wurden N-terminal vor dem
B-Cinnamomingen in das pET-28a(+)-Plasmid eingefligt, um so die Sekretion B-Cinnamomins in das
Periplasma mit den beiden anderen Sekretionssignalsequenzen testen zu kdnnen. Da durch die Ex-
pression in E. coli BL21(DE3) mit der ersten Sekretionssignalsequenz keine gute |6sliche Expression
erreicht wurde, wurde neben der Expression in E. coli BL21(DE3) auch direkt die Expression in E. coli

C43(DE3) untersucht.

2.2.3.2.1 Klonierung von pET-28a(+)MalEssCin und pET-28a(+)DsbAssCin

Das Genfragment fir die MalEss-Variante wurde mit den Primern MalEssFwd und CinEcoRIRev, das
Genfragment fiir DsbAss-Variante mit den Primern DsbAssFwd und CinEcoRIRev (Primer siehe Tabel-
le 5, Abschnitt 5.1.2) von dem pET-28a(+)HisCin-Plasmid durch PCR amplifiziert. Uber den Forward-
PCR-Primer wurden der N-terminale His-tag und die TEV-Schnittstelle durch die jeweilige Sekretions-
signalsequenz MalEss bzw. DsbAss ersetzt. Zusatzlich wurde im selben Schritt die Ncol-Restriktions-
schnittstelle mit seinem Isocaudomer BspHI ausgetauscht werden, da beide Restriktionsschnittstellen
bereits das Startcodon und das erste Nucleotid des folgenden Gens enthalten, welches sich in His-tag
und den Sekretionssignalsequenzen jedoch unterscheiden. Die amplifizierten PCR-Produkte wurden
erfolgreich Gber die beiden Restriktionsenzyme BspHI und EcoRl in das mit Ncol und EcoRl verdaute
pET-28a(+)-Plasmid (siehe Abbildung 63 in Abschnitt 7.3) kloniert. Die resultierenden Konstrukte pET-
28a(+)MalEssCin und pET-28a(+)DsbAssCin wurden in chemisch kompetente E. coli DH5a-Zellen
transformiert. Die Transformanden wurden durch Kolonie-PCR mit den oben genannten Primern
Uberprift und anschlieBend sequenziert. Die Plasmide wurden zur periplasmatischen Expression in

elektrokompetente Zellen der E. coli-Stamme BL21(DE3) und C43(DE3) transformiert.

2.2.3.2.2 Testexpression mit pET-28a(+)MalEssCin und pET-28a(+)DsbAssCin

Die Expression mit den beiden Plasmiden pET-28a(+)MalEssCin und pET-28a(+)DsbAssCin wurde in
beiden E. coli-Stammen BL21(DE3) und C43(DE3) jeweils im 50 mL-MaRstab in TB-Medium durchge-
fiihrt. Die Expression wurde mit 0,4 mM IPTG induziert und die Kulturen anschlieRend fiir 24 h bei
30 °C exprimiert. Unmittelbar vor der Induktion und direkt nach der Expression wurde je eine Probe
genommen, abzentrifugiert und aufgeschlossen. Da bei Puertas und Betton ein groRRer Teil des Prote-
ins im Kulturlberstand statt im Periplasma zu finden war [92], wurde der Kulturiiberstand nicht ver-
worfen, sondern aufbewahrt. AnschlieBend wurden die Zellen der Kulturen geerntet und aufge-
schlossen. Die Pelletfraktionen und der lésliche Uberstand aller Proben und der Kulturiiberstand der

24 h-Probe wurden lber SDS-PAGE untersucht (siehe Abbildung 24 und Abbildung 25).

Auf den SDS-Gelen in Abbildung 24 konnte in E. coli BL21(DE3) weder mit pET-28a(+)DsbAssCin (Gel
A) noch mit pET-28a(+)MalEssCin (Gel B) Expression nachgewiesen werden. Weder wurde |6sliches

Protein in den Kulturiiberstand sekretiert, noch waren Banden in den l6slichen Uberstinden oder
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den Pelletfraktionen eindeutig B-Cinnamomin zuzuordnen. AusschlieBlich ist in den Nullstundenpro-
ben jeweils wieder eine schwache Bande bei 12 kDa zu erkennen, die jedoch in den 24 h-Proben fehl-
te. Wie aber auf dem SDS-Gel der Negativkontrolle mit leerem pET-28a(+)-Plasmid in Abbildung 26
(siehe Abschnitt 2.2.3.2.3) gesehen werden kann, handelt es sich hierbei um die Bande eines E. coli-
Proteins mit einer GroRe von ca. 12 kDa, das zwar in jeder Expression in den Nullproben auftauchte,

jedoch nach spatestens ca. 4 h Expression wieder abgebaut wurde.
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Abbildung 24. Expression von B-Cinnamomin mit pET-28a(+)DsbAssCin (A) und pET-28a(+)MalEssCin (B) in E. coli BL21(DE3)
fiir 24 h bei 30 °C: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. PO: Probe vor der Induktion P1: 24 h-Probe. KUS: Kulturiibers-
tand. US: Léslicher Uberstand. Pellet: Pelletfraktion.
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Abbildung 25. Expression von B-Cinnamomin mit pET-28a(+)DsbAssCin und pET-28a(+)MalEssCin in E. coli CA3(DE3): M:
PageRuler™ Prestained Protein Ladder. PO: Probe vor der Induktion P1: 24-Probe. F1: 24 h-Probe mit der French Press auf-
geschlossen. KUS: Kulturiiberstand. US: Loslicher Uberstand. Pellet: Pelletfraktion.

Auf den Gelen in Abbildung 25 konnte in E. coli C43(DE3) mit Hilfe der beiden Plasmide pET-28a(+)-
DsbAssCin und pET-28a(+)MalEssCin schlieBlich das erste Mal erfolgreich signifikante Mengen von
[6slichem B-Cinnamomin nachgewiesen werden (MW = 10,4 kDa). In den Proben der beiden unter-
schiedlichen Expressionen war neben einer Uberexpression in Form von inclusion bodies auch die
Expression in 16slicher Form sichtbar, wobei das Expressionsniveau mit pET-28a(+)MalEssCin-Plasmid

leicht hoher war als das Expressionsniveau mit pET-28a(+)DsbAssCin. Die Proteinbanden bei ca.
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12 kDa Héhe in den l6slichen Uberstianden der Nullproben beider Expressionen konnten wieder E.
coli-Protein zugeordnet werden (vergleiche Abschnitt 2.2.3.2.3), da in den Pelletfraktionen der Null-

proben keine inclusion bodies festgestellt werden konnten.

Um letztlich einen quantifizierbaren Vergleich aller drei Sekretionssignalsequenzen zu ermdglichen,
musste als nachstens eine Aufreinigungsmethode etabliert werden. Da mit Hilfe der MalEss mehr
|6sliches Protein gebildet wurde, sollte daher die Aufreinigung des B-Cinnamomins aus der Expres-
sion von E. coli C43(DE3) pET-28a(+)MalEssCin durch Isolierung der periplasmatischen Fraktion mit
anschlieRender Kationenaustauschchromatographie untersucht werden. Durch die vorherige Isolie-
rung der periplasmatischen Fraktion, sollten Verunreinigungen durch cytoplasmatische Proteine ver-

hindert werden.

2.2.3.2.3 Aufreinigung iiber Kationenaustauschchromatographie

Um die Aufreinigung von B-Cinnamomin exprimiert mit der pET-28a(+)MalEssCin-Variante zu testen,
wurde die Expression von E. coli C43(DE3) pET-28a(+)MalEssCin in zwei Erlenmeyerkolben mit je
250 mL TB-Medium durchgefiihrt, mit 0,4 mM IPTG induziert und fiir 24 h bei 30 °C inkubiert. Vor der
Induktion und nach 24 h Expression wurde jeweils eine Probe genommen und aufgeschlossen. Paral-
lel wurde E. coli CA3(DE3) pET-28a(+) in einem Kolben mit 250 mL TB-Medium als Negativkontrolle
auf identische Weise kultiviert und gemeinsam mit den Proben der E. coli C43(DE3) pET-28a(+)-
MalEssCin-Expression Gber SDS-PAGE untersucht (siehe Abbildung 26). Im Anschluss an die Expressi-
on wurden beide pET-28a(+)MalEssCin-Kulturen vereinigt und geerntet, das Zellpellet in 35 mL Sphe-
roblastpuffer pH 8,0 resuspendiert und die periplasmatische Fraktion isoliert. Danach wurde die
periplasmatische Fraktion Uber Nacht gegen 20 mM MES-Puffer pH 6,5 dialysiert, damit B-
Cinnamomin (pl = 7,75) die richtige Ladung fiir die Kationenaustauschchromatographie hatte. Je eine
Probe der dialysierten periplasmatischen, der cytoplasmatischen und der Pelletfraktion wurden mit-
tels SDS-PAGE analysiert. Da wahrend der Dialyse relativ viel Protein prazipitierte, wurde das Prazipi-
tat in 1 mL 20 mM MES-Puffer pH 6,5 resuspendiert und zusammen mit den anderen Proben auf das
SDS-Gel aufgetragen. Die Periplasmatische Fraktion wurde anschlieBend Uber eine Kationenaustau-
schersadule (25 mL Toyopearl Super SP-650c) aufgereinigt. Das gebundene Protein wurde in 100 mL
20 mM MES-Puffer pH 6,5 mit einem Gradienten von 0 bis 1 M NaCl eluiert. Die Elution der Proteine
wurde Uber die A,g, verfolgt und die Elutionsfraktionen auf einem SDS-Gel auf Elicitin hin untersucht

(siehe Abbildung 27).

In Abbildung 26 ist zundchst zu erkennen, dass in der Wiederholung der Expression von pB-
Cinnamomin mit E. coli C43 (DE3) pET-28a(+)MalEssCin die Bande des Elicitins im I6slichen Uberstand
nach 24 h Expression nicht mehr so stark war, wie auf dem Gel des ersten Versuchs zur Expression B-

Cinnamomins in Abbildung 25 (siehe oben). Dennoch konnte eine schwache Bande bei ca. 12 kDa
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identifiziert werden, die im direkten Vergleich mit den I8slichen Uberstidnden der Kontrollexpression
zweifelsfrei B-Cinnamomin zugeordnet werden konnte. Die intensive Bande bei 12 kDa in der Null-
probe der Expression konnte wieder E. coli-Protein zugeordnet werden. In der 24 h-Probe der Pellet-
fraktion der Expression mit pET-28a(+)MalEssCin waren zwei Banden auf einer Héhe von ca. 12 und
13 kDa sichtbar. Das theoretische Molekulargewicht von B-Cinnamomin mit der MalE Sekretionssig-
nalsequenz betragt ca. 13,2 kDa im Gegensatz zu 10,4 kDa fiir das vollstandig prozessierten B-
Cinnamomin ohne Sekretionssignalsequenz. Bei der Proteinbande bei ca. 13 kDa handelte es sich

vermutlich um B-Cinnamomin, dass nicht sekretiert wurde und somit immer noch die MalE Sekreti-

onssignalsequenz tragt.

M PO P1 PO P1 PO P1 PO P1

& »d

o pET-28a(+) #
(— [fs | pET-28a(+)
;, !W.Sﬂin'?".u*‘??

LPellety -~ US — wpellet”
- b S8 - -
~a g s !
koa] . R
15 o |
p— |
.- —-—

Abbildung 26. Expression von B-Cinnamomin mit pET-28a(+)MalEssCin und Negativkontrolle mit pET-28a(+) in E. coli
C43(DE3): M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. PO: 0 h-Probe. P1: 24 h-Probe. US: Léslicher Uberstand. Pellet: Pelletf-

raktion.
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Abbildung 27. Isolierung der periplasmatischen Fraktion (A) und Aufreinigung tber Kationenaustauschchromatographie (B)
der Expression von B-Cinnamomin mit pET-28a(+)MalEssCin in E. coli CA3(DE3) bei 30 °C: M: PageRuler™ Prestained Protein
Ladder. PF: Periplasmatische Fraktion. PD: Prazipitat der Dialyse. CF: Cytoplasmatische Fraktion. P: Pelletfraktion. A: Verei-
nigter Durchfluss der Auftragsfraktionen. 25 - 35: Elutionsfraktionen der Kationenaustauschchromatographie.
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In Abbildung 27 A ist zu erkennen, dass B-Cinnamomin in geringen Mengen aus dem E. coli Periplas-
ma isoliert werden konnte. Da ein groRer Teil des B-Cinnamomins wahrend der Dialyse prazipitierte,
konnte jedoch nur sehr wenig Protein isoliert werden. In dem resuspendierten, aufkonzentrierten
Prazipitat waren zwei deutliche Banden fiir B-Cinnamomin bei 12 und 13 kDa zu erkennen, wodurch
der Verlust des Proteins in der periplasmatischen Fraktion erklart werden kann. Auch wurde wieder
verhaltnismaRig viel Protein in inclusion bodies exprimiert. In Abbildung 27 B ist die Aufreinigung der
periplasmatischen Fraktion Uber Kationenaustauschchromatographie dargestellt. B-Cinnamomin
konnte erfolgreich an die Saule gebunden werden, was durch den Vergleich der Probe der isolierten
periplasmatischen Fraktion mit der Probe des Durchflusses der Auftragsfraktionen gut zu erkennen
ist. Die Ausbeute der Aufreinigung fiel jedoch duBerst gering aus. Obwohl eine Kultur von insgesamt
500 mL fiur die Aufreinigung verwendet wurde, war die |6sliche Expression so schwach und es ging so
viel Protein wahrend der Probenvorbereitung verloren, dass auf dem Gel der Aufreinigung nur noch
eine sehr schwache Bande fiir das aufgereinigte B-Cinnamomin zu erkennen war. Zusammengefasst
konnte festgestellt werden, dass zwar die Aufreinigung (iber die Kationenaustauschchromatographie
prinzipiell funktionierte, aber die Probenvorbereitung und das Expressionsniveau des l6slichen B-
Cinnamomin weiter verbessert werden mussten. Da in der Probenvorbereitung viel B-Cinnamomin
verloren ging und die Expression immer noch relativ schlecht funktionierte, konnte keine nennens-

werte Menge an aufgereinigtem |6slichem Protein erhalten werden.

Damit aber ausreichende Mengen B-Cinnamomins exprimiert werden konnten, musste daher auch
weiterhin zundchst die 16sliche Expression von B-Cinnamomin mit den Sekretionssignalsequenzen
verbessert werden. Zum einen sollte die Expression von pET-28a(+)DsbAssCin und pET-
28a(+)MalEssCin in E. coli C43(DE3) in TBS-Medium getestet werden. Zum anderen sollten drei pET-
28a(+)-Varianten generiert werden, in denen jeweils eine der drei N-terminalen Sekretionssignalse-
qguenzen PelBss, DsbAss und MalEss und ein C-terminaler His-tag kombiniert werden sollten. Dieser
besitzt den Vorteil, dass Aufreinigungen (ber einen His-tag haufig einen besseren Aufreinigungsfak-
tor liefern und so die separate Isolierung der periplasmatischen Fraktion und vor allen Dingen die

Dialyse Uberfliissig macht.

2.2.3.2.4 Expression in TBS-Medium

Die Expression von B-Cinnamomin mit pET-28a(+)DsbAssCin und pET-28a(+)MalEssCin in E. coli
C43(DE3) wurde jeweils in 100 mL TBS-Medium mit 0,4 mM IPTG induziert. AnschlieRend wurden die
Kulturen fiir 24 h bei 30 °C exprimiert. Vor Induktion und nach 24 h Expression wurde jeweils eine
Probe genommen, aufgeschlossen und (iber SDS-PAGE analysiert. Zusatzlich wurde eine weitere Pro-
be im Anschluss an die Expression genommen, von der die periplasmatische Fraktionen isoliert und
gemeinsam mit der cytoplasmatischen und der Pelletfraktion auf dem SDS-Gel untersucht wurden

(siehe Abbildung 28).
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Abbildung 28. Expression von B-Cinnamomin mit pET-28a(+)DsbAssCin (A) und pET-28a(+)MalEssCin (B) in E. coli C43(DE3)
in TBS-Medium: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. PO 0 h-Probe Léslicher Uberstand. P1 24 h-Probe Léslicher Uber-
stand. POP 0 h-Probe Pelletfraktion. P1P: 24 h-Probe Pelletfraktion. PF: Periplasmatische Fraktion. CF: Cytoplasmatische
Fraktion. P: Pelletfraktion nach Isolierung der periplasmatischen und cytosolischen Fraktion.

Wie in den vorangegangenen Expressionen in E. coli C43(DE3) (Abbildung 25 und Abbildung 26, siehe
oben) wurde B-Cinnamomin mit beiden Plasmiden zu einem groRRen Teil in Form von inclusion bodies
exprimiert und es konnte kaum eine Verbesserung der Expression und Sekretion des B-Elicitins in
I6slicher Form festgestellt werden. B-Cinnamomin, exprimiert mit pET-28a(+)MalEssCin, wurde er-
neut nicht vollstdndig prozessiert und lag zum Teil in ungespaltener Form mit der MalE Sekretions-
signalsequenz vor. Im Gegensatz zu der Expression mit pET-28a(+)MalEssCin wurde das exprimierte
B-Cinnamomin der Expression mit pET-28a(+)DsbAssCin-Expression vermutlich fast vollstandig pro-
zessiert, da auf dem SDS-Gel nur eine Bande auf Hohe des geschnittenen Produktes sichtbar war. Die
Isolierung der periplasmatischen Fraktion im kleinen 500 pL-MaRstab fiir die SDS-PAGE in diesem
Experiment (Durchfiihrung siehe Abschnitt 5.2.17.2) funktionierte noch schlechter als zuvor im gro-
Beren 35 mL-MaRstab fiir die Aufreinigung (siehe vorheriger Abschnitt 2.2.3.2.3), da sie vergleichs-
weise signifikant weniger Protein enthielt. In Folge dessen konnte im Periplasma kein B-Cinnamomin

spezifisch nachgewiesen werden.

Vergleicht man die Expression B-Cinnamomins im TB- und im TBS-Medium, kann keine Verbesserung
des Expressionsniveaus festgestellt werden. Im Gegenteil scheint die Expression in TBS-Medium so-
gar minimal schlechter zu funktionieren. Da schlieBlich auch durch die Kultivierung in TBS-Medium
keine verbesserte |6sliche Expression erreicht werden konnte und sich die periplasmatische Expressi-
on und Aufreinigung von B-Cinnamomin mit C-terminalem His-tag als wesentlich effektiver erwies,
wurde die Expression von pET-28a(+)DsbAssCin und pET-28a(+)MalEssCin ohne His-tag nicht weiter

optimiert.
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2.2.3.3 Expression mit pET-28a(+)DsbAssCinHis, pET-28a(+)MalEssCinHis und pET-
28a(+)PelBssCinHis

Um die Aufreinigung B-Cinnamomins wesentlich zu vereinfachen, wurden drei weitere pET-28a(+)-

Varianten mit His-tag generiert. Das B-Cinnamomingen wurde mit jeweils einer der drei N-terminalen

Sekretionssignalsequenzen PelBss, DsbAss und MalEss ohne Stoppcodon unmittelbar vor den pET-

28a(+)-eigenen C-terminalen His-tag kloniert.

2.2.3.3.1 Klonierung

Zur Expression von B-Cinnamomin mit den drei N-terminalen Sekretionssignalsequenzen DsbAss,
MalEss und PelBss und einem C-terminalen His-tag wurden die drei Plasmide pET-
28a(+)MalEssCinHis, pET-28a(+)DsbAssCinHis und pET-28a(+)PelBssCinHis generiert. Fiir die Plasmide
pET-28a(+)DsbAssCinHis und pET-28a(+)MalEssCinHis wurde das B-Cinnamomingen jeweils inklusive
der DsbAss bzw. der MalEss, jedoch ohne Stoppcodon, von pET-28a(+)HisCin amplifiziert. Die PCR
wurde mit den Primern PeriCinHisFwd und PeriCinHisRev (siehe Tabelle 5 in Abschnitt 5.1.2) durchge-
fuhrt. Der PeriCinHisFwd-Primer war identisch mit der parentalen DNA-Sequenz, da er ausschlieflich
zur Amplifikation des Gens und der Ndel-Restriktionsschnittstelle diente. Mit Hilfe des verwendeten
PeriCinHisRev-Primers wurden beide Genfragmente ohne Stoppcodon amplifiziert und eine Xhol-
Restriktionsschnittstelle angehangt. Die PCR-Produkte wurde jeweils lber die Restriktionsschnittstel-
len Ndel und Xhol in die beiden Plasmide pET-28a(+)MalEssCin und pET-28a(+)DsbAssCin direkt hin-
ter die jeweilige Sekretionssignalsequenz und direkt vor die C-terminale His-tag-Sequenz des pET-

28a(+)-Plasmids kloniert.

Flr pET-28a(+)PelBssCinHis wurde nur das B-Cinnamomingen ohne Stoppcodon von pET-28a(+)HisCin
mit den beiden Primern PelBssFwd und PeriCinHisRev (siehe Tabelle 5 in Abschnitt 5.1.2) amplifiziert.
Mit PelBssFwd wurde N-terminal die PelB Sekretionssignalsequenz an das B-Cinnamomingen ange-
fligt und eine BspHI-Restriktionsschnittstelle angehangt. Mit PeriCinHisRev wurden das Gen ohne
Stoppcodon amplifiziert und eine Xhol-Restriktionsschnittstelle angehangt. Das PCR-Produkt wurde
Uber die Restriktionsschnittstellen BspHI und Xhol in pET-28a(+)HisCin kloniert, welches mit Ncol und
Xhol verdaut worden war. Die Plasmide wurden anschliefend in chemisch kompetente E. coli DH5a-
Zellen transformiert und durch Sequenzierung auf Mutationen liberprift. Die Plasmide wurden dann

anschlieRend zur Expression in elektrokompetente E. coli CA3(DE) transformiert.

2.2.3.3.2 Testexpression mit pET-28a(+)MalEssCinHis und pET-28a(+)DsbAssCinHis im Schiit-
telkolben

Da vor der quantitativen Analyse der Expression mit allen drei Sekretionssignalsequenzen zuerst die

Aufreinigung (iber den His-tag etabliert und geeignete Expressionsbedingungen gefunden werden

sollten, wurde die Expression mit den Plasmiden direkt in der Reihenfolge getestet, in der die Klonie-
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rung gelang. Zunachst wurde die Expression von B-Cinnamomin mit dem pET-28a(+)DsbAssCinHis
Plasmid in E. coli C43(DE3) in 250 mL TB-Medium getestet, da dieses Plasmid zuerst erfolgreich klo-
niert werden konnte. Die Expression von B-Cinnamomin wurde mit 0,8 mM IPTG induziert, die Kultu-
ren flr 24 h bei 30 °C exprimiert, im Anschluss geerntet und die Zellpellets bei -20 °C eingefroren. Vor
der Induktion und nach 24 h Expression wurde je eine Probe genommen, aufgeschlossen und tber
SDS-PAGE auf Expression von B-Cinnamomin Uberpriift. AnschlieBend wurde auch die Expression mit

pET-28a(+)MalEssCinHis auf dieselbe Weise getestet und tiber SDS-PAGE analysiert (siehe Abbildung

29).
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Abbildung 29. SDS-Gel der Expression von B-Cinnamomin in E. coli C43(DE3) mit pET-28a(+)DsbAssCinHis (A), SDS-Gel (B)
und Western-Blot (C) der Expression von B-Cinnamomin in E. coli CA3(DE3) mit pET-28a(+)MalEssCinHis: M: PageRuler™
Prestained Protein Ladder. PO O h-Probe Léslicher Uberstand. P1 24 h-Probe Léslicher Uberstand. POP O h-Probe Pelletfrak-
tion. P1P: 24 h-Probe Pelletfraktion.

Wie in Abbildung 29 A und B zu erkennen, fiel die |6sliche Expression B-Cinnamomins erneut verhalt-
nismafig niedrig aus. Die Elicitinbande bei 12 kDa in den 24 h-Proben beider Plasmidvarianten war
nur sehr schwach auf den SDS-Gelen zu erkennen. Aus diesem Grund wurde nachtraglich eine Wes-
tern-Blot Analyse der Proben der Expression von E. coli C43(DE3) pET-28a(+)MalEssCinHis durchge-
fiihrt, um zu Uberpriifen, ob Uberhaupt I6sliches Elicitin exprimiert worden war. Obwohl die Expres-
sion augenscheinlich relativ niedrig ausfiel, konnte sie zweifelsfrei mit Hilfe des Western-Blots nach-
gewiesen werden. Der Hauptteil des Proteins wurde aber auch weiterhin in Form von unléslichen

inclusion bodies exprimiert.

2.2.3.3.3 Aufreinigung -Cinnamomins exprimiert mit pET-28a(+)MalEssCinHis

Da die Aufreinigung zunachst anhand einer Variante optimiert werden sollte, die Klonierung von pET-
28a(+)PelBssCinHis noch nicht erfolgreich abgeschlossen war und die Expressionsniveaus mit den
beiden anderen Plasmiden abgeschatzt vom SDS-Gel vermutlich sehr dhnlich waren, wurde zunachst
die Aufreinigung von B-Cinnamomin exprimiert von E. coli C43(DE3) pET-28a(+)MalEssCinHis getes-
tet. Um die His-tag-Aufreinigung zu testen, wurde das mit E. coli C43(DE3) pET-28a(+)MalEssCinHis
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exprimierte B-Cinnamomin mit Hilfe des C-terminalen His-tags durch IMAC aufgereinigt. Das Zellpel-
let einer 500 mL-Expression wurde in Lysispuffer | pH 7,0 resuspendiert und aufgeschlossen. Der zell-
freie Extrakt wurde auf eine mit Lysispuffer | pH 7,0 equilibrierte 5 mL HisTrap™ HP-S&ule aufgetra-
gen und das ungebundene Protein mit Waschpuffer | pH 7,0 von der Saule gewaschen. Das gebunde-
ne Protein wurde mit einem Gradienten in Elutionspuffer | pH 7,0 eluiert und in 3 mL-Fraktionen
gesammelt. Die Elution der Proteine wurde durch Messung der A,g, verfolgt und die Elutionsfraktio-
nen und das zellfreie Extrakt Gber SDS-PAGE und Western-Blot untersucht (siehe Abbildung 30). Die
Elutionsfraktionen 6, 7 und 8 wurden vereinigt, mittels Ultrafiltration (3 kDa cut-off) aufkonzentriert
und anschlieRend Uber eine PD-10-Saule in 3,5 mL 20 mM MES-Puffer pH 6,5 umgepuffert. Die Kon-

zentration der umgepufferten Proteinlésung wurde liber die A,z bestimmt.
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Abbildung 30. SDS-PAGE (A) und Western-Blot (B) der Aufreinigung der Expression mit pET-28a(+)MalEssCinHis in E. coli
C43(DE3) bei 30 °C liber immobilisierte Metallionenaffinitatschromatographie: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder.
CFE: Zellfreier Extrakt. 1 - 9: Elutionsfraktionen 1 bis 9.

B-Cinnamomin konnte mit Hilfe des C-terminalen His-tags in hoher Reinheit mittels IMAC aufgerei-
nigt werden. Auf dem SDS-Gel und Western-Blot in Abbildung 30 konnte in den Elutionsfraktionen 6,
7 und 8 aufgereinigtes B-Cinnamomin in hoher Konzentration nachgewiesen werden. Bei der Bande
bei ca. 35 kDa handelt es sich, wie bereits in Abschnitt 2.2.1.2.6 erwdhnt, um ein vermutlich Histidin-
reiches E. coli-Protein, das auf fast allen Western-Blot zu finden war (siehe Abbildung 20 A in Ab-
schnitt 2.2.1.2.6). Nach dem Vereinigen, Aufkonzentrieren und Umpuffern der Elutionsfraktionen
konnte fiir die 500 mL-Expression mit pET-28a(+)MalEssCinHis in E. coli C43(DE3) eine Gesamtaus-
beute von 4,4 mg B-Cinnamomin oder 8,8 mg B-Cinnamomin pro Liter Kultur bestimmt werden. Nach
Lagerung der Proteinlosung bei 4°C Uber Nacht konnte jedoch eine starke Prazipitation festgestellt
werden. Dies war wahrscheinlich auf den isoelektrischen Punkt zurlickzufiihren, da dieser fir das
vollstandig prozessierte Protein ohne MalE Sekretionssignalsequenz mit C-terminalen His-tag bei pl =

7,18 und somit sehr nahe an dem pH-Wert des 20 mM MES-Puffers pH 7,0 lag.
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Im Vergleich zur Aufreinigung von B-Cinnamomin durch Isolierung der periplasmatischen Fraktion mit
anschlieRender Kationenaustauschchromatographie konnte eine deutliche Verbesserung der Aus-
beute an l6slich exprimiertem Elicitin erreicht werden. Bereits im zellfreien Extrakt konnte im Ver-
gleich zu der Probe des zellfreien Extraktes der Aufreinigung (iber Kationenaustauschchromatogra-
phie (siehe Abbildung 27 in Abschnitt 2.2.3.2.3) eine héhere B-Cinnamominkonzentration nachge-
wiesen werden. Da die Aufreinigung Uber His-tag sehr gut funktionierte, wurde die I6sliche Expressi-

on von B-Cinnamomin weiter optimiert.

2.2.3.3.4 Expression mit pET-28a(+)MalEssCinHis im 10 L-Mafstab

Um die relativ unkontrollierten Bedingungen der Schiittelkolbenexpression mit den wesentlich bes-
ser kontrollierten Bedingungen der Expression im Fermenter zu vergleichen, sollte die Expression von
B-Cinnamomin mit E. coli CA3(DE3) pET-28a(+)MalEssCinHis im Fermenter getestet werden. Die Ex-
pression sollte bei konstantem pH, Sauerstoffeintrag und Riihrerdrehzahl getestet werden. Die Ex-
pression wurde dazu in einem 15 L-Biostat® ED Fermenter in 10 L TB-Medium durchgefiihrt. Der
Fermenter wurde mit 500 mL einer Ubernachtkultur von E. coli C43(DE3) pET-28a(+)MalEssCinHis
angeimpft und bis zu einer Zelldichte von ODgyy = 1 bei 37 °C, 300 rpm und einer Begasung mit 5 L
Luft pro Minute inkubiert. Der pH wurde wahrend der gesamten Fermentation auf einen Wert von
6,5 eingestellt. Bei ODgy = 1 wurde die Expression der Kultur mit 0,4 mM IPTG induziert und an-
schlieRend fir 24 h bei 30 °C und 300 rpm exprimiert. Das Wachstum wurde durch regelmafige
ODggo-Messungen (iberwacht. Nach der Expression wurden die 10 L-Kultur geerntet, die Zellmasse
auf zwei Pellets mit Zellnassgewichten von m = 29,09 g und m = 29,15 g aufgeteilt und bei -20 °C ein-
gefroren. Vor der Induktion und zu verschiedenen Zeitpunkten der Fermentation wurde je eine Probe
zur Analyse Uber SDS-PAGE genommen (siehe Abbildung 31 und Abbildung 32). Die Zellpellets wur-
den in Lysispuffer Il pH 6,5 resuspendiert, aufgeschlossen und in zwei separaten Aufreinigungen un-
mittelbar hintereinander mittels His-tag-Aufreinigung aufgereinigt. Der zellfreie Extrakt jedes Zellpel-
lets wurde dazu auf eine XK-26-Saule (25 mL Ni Sepharose™ 6 Fast Flow) geladen. Das ungebundene
Protein wurde mit Waschpuffer Il pH 6,5 von der Saule gewaschen und die gebundenen Proteine mit
einem Gradienten in 100 mL Elutionspuffer | pH 6,5 eluiert. Die Elution wurde durch Messung der
A,go verfolgt, das Eluat in 3 mL-Fraktionen aufgefangen und iber SDS-PAGE sowie Western-Blot un-
tersucht (siehe Abbildung 31 und Abbildung 32). Die Fraktionen beider Aufreinigungen, die sauberes
B-Cinnamomin enthielten, wurden vereinigt und Gber Ultrafiltration in 20 mM MOPS-Puffer pH 6,5

umgepuffert und gleichzeitig aufkonzentriert.

In den beiden Abbildungen sind das SDS-Gel und der Western-Blot der Expression im 10 L-MaRstab
und, exemplarisch fiir die beiden Aufreinigungen, die SDS-Gele und Western-Blots der Aufreinigung
des ersten Zellpellets abgebildet. Auf dem Western-Blot konnte im |8slichen Uberstand der Proben

die Zunahme der Expression von B-Cinnamomin in |6slicher Form durch kontinuierliche Zunahme der
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Banden sehr gut nachverfolgt werden. In den Pelletfraktionen konnte zudem die Bildung von unlésli-
chem B-Cinnamomin in Form von inclusion bodies bei ca. 12 kDa nachgewiesen werden. Auffallig war
die zweite Bande bei ca. 12,5 kDa, die von der GroRe her exakt B-Cinnamomin mit der Sekretionssig-
nalsequenz entsprach. Die beiden Banden lieferten einen starken Hinweis darauf, dass pB-
Cinnamomin einerseits unter Abspaltung der Sekretionssignalsequenz erfolgreich in das Periplasma
sekretiert wurde und dort inclusion bodies bildete, gleichzeitig aber auch zum Teil nicht vollstandig
prozessiert worden ist. Mit hoher Wahrscheinlichkeit lag dies an einem Engpass in der Sekretion des
Elicitins oder Problemen mit der Abspaltung der Sekretionssignalsequenz, weshalb dieser Teil des
Proteins nicht korrekt sekretiert wurde und es zu weiterer Bildung von inclusion bodies im Cytoplas-
ma E. colis kam. Nach Aufreinigung liber den C-terminalem His-tag konnte B-Cinnamomin in hoher

Reinheit in einer Ausbeute von 61,3 mg bzw. 6,1 mg B-Cinnamomin pro Liter Kultur erhalten werden.
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Abbildung 31. SDS-PAGE der Aufreinigung der 10 L-Expression mit pET-28a(+)MalEssCinHis liber immobilisierte Metallio-
nenaffinitdtschromatographie: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. 39 - 55: Elutionsfraktionen 39 bis 55. US: Losli-
cher Uberstand. Pellet: Pelletfraktion.
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Abbildung 32. Western-Blots der Aufreinigung der 10 L-Expression mit pET-28a(+)MalEssCinHis GUber immobilisierte Metall-
ionenaffinitdtschromatographie: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. 39 - 55: Elutionsfraktionen 39 bis 55. US: L&sli-
cher Uberstand. Pellet: Pelletfraktion.
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Auch in weiteren Fermentationsversuchen in 10 L-Maf3stab und in 4,5 L-Mal3stab konnten keine bes-
seren Ausbeuten erzielt werden, weshalb die Expression im Schiittelkolben die geeignetere Methode

zur Expression B-Cinnamomin darstellte.

2.2.3.3.5 Optimierung der Zusammensetzung des TB-Mediums

Da in mehreren Experimenten drastische Unterschiede in Wachstum und Expression durch die Ver-
wendung verschiedener Hefeextrakte und Tryptone/Peptone von unterschiedlichen Herstellern oder
Chargen beobachtet werden konnten, wurde die Expression von E. coli C43(DE3) pET-
28a(+)MalEssCinHis in TB-Medien, hergestellt aus verschiedenen Kombinationen aller im Labor ver-
wendeten Hefeextrakte und Tryptone/Peptone, getestet. Insgesamt wurden 12 unterschiedliche TB-
Medien, hergestellt aus drei verschiedenen Hefeextrakten und vier verschiedenen Trypto-
nen/Peptonen, eingesetzt (siehe Tabelle 1). Zwolf Kulturen mit jeweils 50 mL eines der 12 TB-Medien
wurde mit E. coli CA3(DE3) pET-28a(+)MalEssCinHis angeimpft und die Expression der Kulturen mit
0,4 mM IPTG induziert. AnschlieRend wurden die Kulturen fiir 24 h bei einer Temperatur von 30 °C
exprimiert. Vor der Induktion und nach der Expression wurde je eine Probe genommen, aufgeschlos-
sen und Uber SDS-PAGE untersucht (siehe Abbildung 33).

Tabelle 1. Tryptone/Peptone und Hefextrakte, die in den 12 verschiedenen TB-Medienvarianten zur Optimierung der 16sli-
chen B-Cinnamominexpression mit pET-28a(+)MalEssCinHis in E. coli C43(DE3) eingesetzt wurden

Kiirzel Bezeichnung Art.-Nr. Charge Hersteller

Hefeextrakt

1 Hefeextrakt BioChemica A1552,1000 1P008856 AppliChem

2 Hefeextrakt pulv., fir die Bakteriologie 2363.2 041167072  Carl Roth

3 Hefeextrakt flr die Biotechnologie Fermtech® 111926 VM331726  Merck
Trypton/Pepton

A Tryptone BioChemica aus Casein A1553,1000 1J001570 AppliChem

B Pepton aus Sojabohne (Enzymatisch verdaut) A2206,1000 92008164 AppliChem

C Peptone from meat, peptic digest 70174 1242416 Fluka

D Pepton from casein, acid digest 70171 1391305 Fluka

Bei der Auswertung des in Abbildung 33 dargestellten SDS-Gels der Testexpressionen mit den 12 TB-
Medien konnte flir die getesteten Varianten 1A, 1C und 2C die hochste Expression pro Zelle festge-
stellt werden. Das beste Wachstum der drei Kulturen wies Variante 2C mit einer ODgo Von 8,1 nach
24 h Expression auf. Im Gegensatz dazu wiesen Variante 1A nach der Expression eine ODgyo = 6,7 und
Variante 1C eine ODgy = 7,0 auf. Da diese drei Varianten das hochste Expressionsniveau aufwiesen
und gut angewachsen waren, wurden sie ausgewahlt, um mit ihnen die Expression in einer Doppel-
bestimmung zu wiederholen. Das SDS-Gel der Wiederholung der Expression in den drei TB-Medien

ist in Abbildung 34 dargestellt.
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Abbildung 33. Optimierung der Zusammensetzung des TB-Mediums anhand der Expression von E. coli C43(DE) pET-
28a(+)MalEssCinHis: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. A: Léslicher Uberstand zu dem Zeitpunkt der Induktion. B:
Léslicher Uberstand nach 24 h Expression. 1A - 3D: TB-Medienkombination aus einem der Hefeextrakte 1 - 3 und Trypto-
ne/Peptone A - D (siehe Tabelle 1).
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Abbildung 34. Wiederholung der Expression mit pET-28a(+)MalEssCinHis in E. coli C43(DE) zur Optimierung der Zusammen-
setzung des TB-Mediums: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. 1A: Hefeextrakt (AppliChem)/Trypton (AppliChem).
1C: Hefeextrakt (AppliChem)/Peptone from meat (Fluka). 2C: Hefeextrakt (Carl Roth)/Peptone from meat (Fluka).

Die beste Expression zeigte Variante 2C, da fir beide Kulturen dieses TB-Mediums intensive Protein-
banden bei 12 kDa festgestellt werden konnten. Zuséatzlich wiesen die 2C-Kulturen auch das beste
Wachstum auf. Die beiden 2C-Kulturen wuchsen nach 24 h Expression bis zu einer ODgy von 7,9 und
7,8 an. Die 1A-Kulturen erreichten beide nur ODgy = 6,3, die 1C-Kulturen ebenfalls nur ODgy = 6,5
und ODgy = 6,9. Fir die weitere Arbeit wurde daher die Kombination des Hefeextrakts von Carl Roth

und des Peptone from meat von Fluka ausgewahlt.

2.2.3.3.6 Expression mit pET-28a(+)MalEssCinHis in ,optimierten” TB-Medium

Die Verbesserung der l6slichen Expression durch das so erhaltene , optimierte” TB-Medium mit He-
feextrakt und Pepton von ausgesuchten Herstellern sollte anschlieRend durch His-tag-Aufreinigung
der Expression von E. coli C43(DE3) pET-28a(+)MalEssCinHis quantifiziert werden. Flnf Erlenmeyer-
kolben mit je 200 mL ,,optimiertem” TB-Medium wurden mit E. coli C43(DE3) pET-28a(+)MalEssCinHis
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angeimpft. Die Expression von B-Cinnamomin wurde mit 0,4 mM IPTG induziert und die Kulturen bei
30 °C inkubiert. Nach 24 h Expression wurde jeweils eine Probe genommen, aufgeschlossen und tber
SDS-PAGE analysiert. Die Kulturen wurden im Anschluss an die Expression vereinigt und die Zellen
durch Zentrifugation geerntet. Das Zellpellet wurde mit Lysispuffer Ill pH 6,5 resuspendiert, aufge-
schlossen und der zellfreie Uberstand mit Hilfe des His-tags iiber Metallionenaffinitdtschromatogra-
phie aufgereinigt. Der zellfreie Extrakt wurde dazu auf eine equilibrierte XK-26-Sdule (25 mL Ni Se-
pharose™ 6 Fast Flow) geladen. Da der Aufreinigungsgrad des B-Cinnamomins in allen voraus gegan-
genen Aufreinigungen mit dem AKTA™-System sehr hoch gewesen war, wurde auf einen zusatzlichen
Waschpuffer verzichtet und der anschlieRende Waschschritt mit Lysispuffer 1ll pH 6,5 durchgefihrt.
Die Elutionsfraktionen wurden Uber SDS-PAGE (iberprift (siehe Abbildung 35) und die Fraktionen,
welche B-Cinnamomin enthielten, vereinigt. Die aufgereinigte B-Cinnamomin-Losung wurde (iber
Ultrafiltration auf ein Endvolumen von 10 mL aufkonzentriert und in vier Schritten lber eine PD-10-

Saule in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 6,5 umgepuffert.
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Abbildung 35. Test der Expression von B-Cinnamomin mit pET-28a(+)MalEssCinHis in E. coli C43(DE3) in ,,optimiertem” TB-
Medium bei 30 °C M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. 1 - 5: Kolben 1 bis 5 mit je 200 mL Kultur. US: Léslicher Uber-
stand nach 24 h Expression. Pellet: Pelletfraktion nach 24 h Expression.

Auf dem SDS-Gel konnte in den l6slichen Ubersténden aller fiinf Kulturen nach 24 h eine signifikante
Bande auf einer Hohe von 12 kDa festgestellt werden, die im Vergleich zu voran gegangenen Expres-
sionen mit pET-28a(+) wesentlich intensiver war. Wiederum wurde je eine Bande fiir das vollstéandig
prozessierte Protein und B-Cinnamomin mit ungespaltener MalE Sekretionssignalsequenz detektiert,
die auch schon in der Expression im 10 L Fermenter beobachtet werden konnte (siehe Abbildung 32
in Abschnitt 2.2.3.3.4). Insgesamt konnte eine Gesamtausbeute von 13,9 mg Protein bzw. 13,9 g Pro-
tein pro Liter Kultur, bezogen auf das Kulturvolumen von 1 L bestimmt werden. Im Vergleich zu der
Expression im Schiittelkolben vor der Optimierung der Zusammensetzung des TB-Mediums konnte

die Expression somit durch die Auswahl von Hefextrakt und Pepton bestimmter Hersteller um einen
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Faktor von ca. 1,6 gesteigert werden. Weil mit diesem Versuch nun neben der etablierten His-tag-
Aufreinigung auch alle Expressionsbedingungen fiir einen quantitativen Vergleich der drei Sekre-

tionssignalsequenzen ausreichend optimiert worden waren, wurde dieser schliefSlich durchgefiihrt.

2.2.3.3.7 Quantitativer Vergleich der drei Sekretionssignalsequenzen

Um zu bestimmen, welche der drei Sekretionssignalsequenzen der Proteine DsbA, MalE und PelB sich
am effektivsten zur Sekretion von B-Cinnamomin ins Periplasma erweist, wurde die Expression von B-
Cinnamomin mit pET-28a(+)DsbAssCinHis, pET-28a(+)MalEssCinHis und pET-28a(+)PelBssCinHis in E.
coli C43(DE3) im 200 mL-MaRstab in 2 L-Erlenmeyerkolben getestet. Jeweils zweimal 200 mL TB-
Medium wurden mit einem E. coli C43(DE3)-Stamm mit einem der Plasmide pET-28a(+)MalEssCinHis,
pPET-28a(+)DsbAssCinHis oder pET-28a(+)PelBssCinHis angeimpft, die Expression des Elicitins mit
0,4 mM IPTG induziert und die Kulturen fir 24 h bei 30 °C inkubiert. Vor Induktion und nach 24 h
Expression wurde jeweils eine Probe genommen, aufgeschlossen und Gber SDS-PAGE und Western-
Blot untersucht (siehe Abbildung 36). Im Anschluss an die Expression wurden die Zellen geerntet. Die
Zellpellets wurden in Lysispuffer IV pH 6,5 resuspendiert und mittels French Press aufgeschlossen.
AnschlieBend wurden die zellfreien Extrakte liber IMAC (5 mL HisTrap™ HP-Saule, GE Healthcare)
aufgereinigt. Die Elutionsfraktionen wurden Gber SDS-PAGE Uberpriift, die B-Cinnamomin enthalten-
den Fraktionen vereinigt, mittels Ultrafiltration aufkonzentriert und in 50 mM Kaliumphosphatpuffer

pH 6,5 umgepuffert.
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Abbildung 36. SDS-Gel (A) und Western-Blot (B) der Vergleichsexpressionen mit pET-28a(+)MalEssCinHis, pET-28a(+)-
DsbAssCinHis und pET-28a(+)PelBssCinHis in E. coli C43(DE3) bei 30 °C [50]: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. PO:
Loslicher Uberstand 0 h-Probe. P1: Léslicher Uberstand nach 24 h Expression. K: Aufgereinigte B-Cinnamomin-Lésung.

In Abbildung 36 sind das SDS-Gel und der Western-Blot der Vergleichsexpressionen der drei Sekre-
tionssignalsequenzen dargestellt. Fiir die Expression mit der MalE Sekretionssignalsequenz kann im
Western Blot erneut B-Cinnamomin mit und ohne abgespaltener Signalsequenz detektiert werden,
wahrend fiir die Expression mit der DsbAss nur eine Bande fiir vollstédndig prozessiertes Protein zu
sehen ist. Im Zellextrakt der Expression von B-Cinnamomin mit der PelBss konnte dagegen auf dem

Western-Blot liberhaupt keine Bande nachgewiesen werden, obwohl fiir das aufgereinigten Protein
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eine deutliche Bande vorhanden ist. Mit hoher Wahrscheinlichkeit lag dies an einer mangelhaften
Ubertragung des Proteins von SDS-Gel auf die Nitrozellulosemembran, zum Beispiel durch eine kleine
Luftblase, da auch die linke Halfte der Bande der Pelletfraktion offensichtlich durch ein schlechtes
blotten beeintrachtigt wurde. Nach dem SDS-Gel in Abbildung 38 zu schlieRen, konnte B-Cinnamomin
jeweils in mehr als 95 % Reinheit erhalten werden. Uber Absorptionsmessung bei 280 nm wurde
jeweils die Proteinkonzentration der aufgereinigten B-Cinnamominlésungen in Dreifachbestimmung

ermittelt und dariiber die Ausbeuten bestimmt (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2. Ausbeute der Vergleichsexpression mit pET-28a(+)DsbAssCinHis, pET-28a(+)PelBssCinHis und pET-28a(+)MalEss-
CinHis in E. coli C43(DE3) in E. coli C43(DE3) in 24 h bei einer Expressionstemperatur von 30 °C.

MalEss DsbAss PelBss
Kulturvolumen der Expression 400 mL 400 mL 400 mL
Zellnassgewicht Pellet 7,28 8,8¢g 738
Ausbeute (g Pellet/L Kultur) 18,1 g/L 22,0g/L 18,2 g/L
Ausbeute (mg Cin/L Kultur) 17,6 mg/L 8,2 mg/L 13,3 mg/L
Gesamtausbeute 7,0 mg 3,3mg 5,3 mg

In der Expression von E. coli C43(DE3) pET-28a(+)MalEssCinHis wurde die groRte Menge B-Cinnamo-
min gebildet. Bezogen auf das Kulturvolumen von 400 mL wurden Ausbeuten von 17,6 mg B-Cinna-
momin pro Liter Kultur flr die Expression mit der MalE Sekretionssignalsequenz, 8,2 mg B-Cinnamo-
min pro Liter Kultur flr die Expression mit der DsbA Sekretionssignalsequenz und 13,3 mg B-Cinna-
momin pro Liter Kultur fir die Expression mit der PelB Sekretionssignalsequenz erhalten. Die Expres-
sion mit pET-28a(+)MalEssCinHis lieferte damit mehr als doppelt so viel aufgereinigtes Elicitin, wie
die Expression mit pET-28a(+)DsbAssCinHis und ca. 30 % mehr als die Expression mit pET-28a(+)-
PelBssCinHis. Zusammengefasst konnte somit gezeigt werden, dass sich MalEss am besten fiur die
Sekretion von B-Cinnamomin in E. coli eignet. Bei einer spateren Expression im Rahmen der biokata-
lytischen Versuche konnte mit E. coli C43(DE3) pET-28a(+)MalEssCinHis schlieRlich sogar eine Aus-

beute von 25,5 mg B-Cinnamomin pro Liter Kultur erreicht werden.

2.2.3.4 Expression mit pET-28a(+)MalEssCryHis
Um die Expression eines weiteren Elicitins mit den optimierten Expressionsbedingungen zu testen,

wurde B-Cryptogein unter den gleichen Bedingungen exprimiert.

2.2.3.4.1 Klonierung

Um B-Cryptogein mit pET-28a(+) (siehe Abbildung 63 in siehe Abschnitt 7.3) im Periplasma von E. coli
C43(DE3) zu exprimieren, wurde die Plasmidvariante pET-28a(+)MalEssCryHis generiert. Dazu wurde
das cry Gen mit den PCR-Primern MalEssCryFwd und MalEssCryRev Uiber PCR amplifiziert und das
aufgereinigte PCR-Produkt (ber die Restriktionsenzyme BspHI und Xhol in pET-28a(+)HisCin, welches

mit Ncol und Xhol verdaut worden war, kloniert. Uber den Primer MalEssCryFwd wurden dabei die
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MalE Sekretionssignalsequenz sowie die BspHI-Restriktionsschnittstelle an das Gen angefiigt. Uber
den Primer MalEssCryRev wurde das cry Gen ohne Stoppcodon amplifiziert sowie die Xhol-
Restriktionsschnittstelle angefiigt. Das durch Ligation erhaltene Plasmid pET-28a(+)MalEssCryHis
wurde in E. coli DH5a transformiert und durch Sequenzierung auf Mutationen Uberpriift. Anschlie-

Rend wurde das Plasmid zur Expression in E. coli C43(DE3) transformiert.

2.2.3.4.2 Periplasmatische Expression von 3-Cryptogein mit pET-28a(+)MalEssCryHis

Die Expression von B-Cryptogein mit pET-28a(+)MalEssCryHis in E. coli C43(DE3) wurde unter densel-
ben Bedingungen durchgefiihrt, die als optimal fir die Expression von PB-Cinnamomin mit pET-
28a(+)MalEssCin identifiziert worden waren. Zwei Erlenmeyerkolben mit je 200 mL TB-Medium wur-
den mit einer Ubernachtkultur von E. coli C43(DE3) pET-28a(+)MalEssCryHis angeimpft und die Ex-
pression bei ODgg = 1 mit 0,4 mM IPTG induziert. Die Kulturen wurden fiir 24 h bei einer Temperatur
von 30 °C exprimiert und die Zellen anschlieRend geerntet. Vor Induktion, sowie wahrend der Expres-
sion, wurden auRerdem zu mehreren Zeitpunkten Proben genommen, aufgeschlossen und anschlie-

Rend auf einem SDS-Gel untersucht (siehe Abbildung 37).
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Abbildung 37. Expression von B-Cryptogein mit pET-28a(+)MalEssCryHis in E. coli C43(DE3) im Schittelkolben fur 24 h bei
30 °C: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. Loslicher US: Léslicher Uberstand. Pellet: Pelletfraktion.

Wie in der Abbildung zu sehen ist, wurde auch B-Cryptogein mit den optimierten Expressions-
bedingungen vor allen Dingen in unl6slicher Form in inclusion bodies gebildet. Die Zunahme konnte
sehr gut Gber den gesamten Verlauf der Expression verfolgt werden. Im Gegensatz zu B-Cinnamomin
wurde B-Cryptogein jedoch ausschlieBlich in vollstandig prozessierter Form exprimiert. Die Expressi-

on in l6slicher Form konnte allein (iber das Gel allerdings nur schwer abgeschatzt werden.

Das Zellpellet der Expression wurde daher in Lysispuffer IV pH 6,5 resuspendiert und mittels French
Press aufgeschlossen. Der zellfreie Extrakt wurde anschliefend (iber eine 5 mL HisTrap™ HP-Saule

aufgereinigt und die Elutionsfraktionen tGber SDS-PAGE auf B-Cryptogein untersucht (siehe Abbildung
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38). Bereits in der Probe des zellfreien Extrakts in Abbildung 38 war ein signifikant hoheres Expressi-
onsniveau von B-Cryptogein im Vergleich zu den voraus gegangenen Expressionen von -
Cinnamomin zu erkennen. Die Elutionsfraktionen E3 bis E13 wurden vereinigt, mittels Ultrafiltration
aufkonzentriert und in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,5 umgepuffert. Durch Absorptionsmes-
sung bei 280 nm konnte die Konzentration der aufgereinigten B-Cryptogeinldsung bestimmt und

damit die Ausbeute an 3-Cryptogein berechnet werden.
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Abbildung 38. Aufreinigung der Expression von B-Cryptogein in E. coli C43(DE3) pET-28a(+)MalEssCryHis im Schittelkolben
fiir 24 h bei 30 °C: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. CFE: Zellfreier Extrakt. P: Pelletfraktion. A: Durchfluss der
Auftragsfraktion. E1 - E13: Elutionsfraktionen 1 - 13.

Insgesamt wurden 17,5 mg sauberes [3-Cryptogein erhalten, was einer Ausbeute von 43,8 mg pro
Liter Kultur entspricht. Damit konnte B-Cryptogein (iber periplasmatische Expression mit Hilfe der
MalE Signalsequenz in mehr als doppelt so hoher Ausbeute wie B-Cinnamomin hergestellt werden.
Die aufkonzentrierte B-Cryptogeinlosung wurde anschliefend zur Verbesserung des Substratumsat-
zes in Ganzzellbiokatalysen getestet (siehe Abschnitt 2.4.4). Zusammengefasst konnte die Expression
von B-Cryptogein und B-Cinnamomin erfolgreich durch Sekretion und Expression im Periplasma von

E. coli realisiert werden.

2.2.4 Dehydroergosterolassay

Um die Funktionalitdt des exprimierten B-Cinnamomin zu Uberpriifen, wurde das exprimierte und
aufgereinigte B-Cinnamomin der verschiedenen Expressionen zundchst mit dem von Mikes et al.
beschriebenen DHE-Assay getestet [76]. Bei DHE handelt es sich um ein fluoreszentes Sterol, welches
in hohen Konzentrationen die eigene Fluoreszenz unterdriickt [104]. Je starker DHE mit pB-
Cinnamomin interagiert, desto schwacher wird die Interaktion der DHE-Molekiile untereinander und
desto hoher der Anstieg der Fluoreszenz. Um eine unspezifische Bindung des fluoreszenten Sterols
am B-Cinnamomin auszuschlieRen, wurde BSA als Negativkontrolle eingesetzt, da dieses viele unpo-
lare Stoffe, inklusive DHE, unspezifisch binden kann [76]. Beispielhaft ist hier der DHE-Assay einer der

B-Cinnamominexpression im 10 L-Malstab gezeigt (siehe Abbildung 39).
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Abbildung 39. DHE-Assay von B-Cinnamomin im Vergleich mit der BSA-Negativkontrolle, DHE und Puffer nach 30 s Reakti-
onsdauer [50].

Der DHE-Assay wurde in Vierfachbestimmung, wie in Abschnitt 5.3.9 beschrieben, durchgefiihrt. Pro
Reaktionsansatz wurden 2,5 uM B-Cinnamomin bzw. 2,5 uM BSA mit 2,5 uM DHE in Assaypuffer ge-
mischt. Zur Kontrolle wurden einerseits 2,5 UM DHE in Assaypuffer und andererseits reiner Assaypuf-
fer ohne DHE gemessen. Die Ansatze wurden in Mikrotiterplatten im Fluoreszenzspektrophotometer
gemessen. Wahrend der Messung lber 5 min nahm die Fluoreszenz zwar leicht zu, die Differenz zwi-
schen den verschiedenen Proben veranderte sich jedoch nicht. Somit wurden nur die Fluoreszenz-
werte zu Beginn der Messung herangezogen und die Mittelwerte der Vierfachbestimmungen be-

rechnet.

Wie in der Abbildung zu sehen ist, resultierte die Bindung von DHE an B-Cinnamomin in einer deut-
lich héheren Fluoreszenz als die Bindung von DHE an BSA. Aus diesem Grund kann auf eine spezifi-
sche Bindung zwischen DHE und B-Cinnamomin geschlossen werden. Insgesamt betrachtet konnte
mit Hilfe des DHE-Assays zwar nachgewiesen werden, dass das getestete B-Cinnamomin jeder einzel-
nen untersuchten Expression DHE besser binden konnte, als die unspezifische Kontrolle. Allerdings
konnte kein Vergleich zwischen den einzelnen Expressionen gezogen werden oder eine Aussage lber
den Grad der korrekten Faltung des exprimierten B-Cinnamomins getroffen werden, da die Messwer-
te, trotz gleicher Gerateeinstellung, von Messung zu Messung versuchsbedingt sehr stark schwank-
ten. Da diese Schwankungen auch mit ein und derselben Elicitinlésung auftraten, wenn an aufeinan-
derfolgenden Tagen gemessen wurde, konnte daher auch Uber das Verhaltnis (DHE + Puffer):(DHE +
Elicitin) bzw. (DHE + Puffer):(DHE + BSA) keine Aussage Uber eine bessere oder schlechtere Bindespe-

zifitat der einzelnen Elicitinchargen getroffen werden.
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2.2.5 Testder Steroidbindekapazitit

Um dennoch einen Nachweis fir korrekte Faltung und Aktivitat des exprimierten p-
Cinnamomins zu erbringen, sollte die Steroidbindekapazitdt von B-Cinnamomin bestimmt werden.
Laut Mikes et al. besitzen Elicitine im Durchschnitt ca. eine Bindestelle fiir Steroide pro Molekdl Elici-
tin [75,76]. Ausgehend von dieser Zahl musste korrekt gefaltetes B-Cinnamomin in der Lage sein eine
ca. aguimolare Menge Steroid zu binden. Um dies zu testen, wurden 0,4 umol von E. coli C43(DE3)
pET-28a(+)MalEssCinHis exprimiertes und aufgereinigtes B-Cinnamomin mit einem 5-fachen Uber-
schuss Progesteron gemischt. Nach einer kurzen Inkubationsphase wurde das liberschiissige Proge-
steron, welches von B-Cinnamomin nicht gebunden wurde, durch Aufreinigung des Elicitins mittels
IMAC entfernt. Das durch B-Cinnamomin gebundene Progesteron wurde aus den Elutionsfraktionen
extrahiert, vereint und die Konzentration mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)
bestimmt. Mit Hilfe der Kalibrationsgeraden wurde in der Probe eine Konzentration von 0,38 pmol
Progesteron bestimmt. Das Verhaltnis von Progesteron zu B-Cinnamomin entspricht somit mit einem
Wert von 0,95 ziemlich exakt der Anzahl von Bindestellen fiir Steroide in Elicitinen. Damit konnte von
einer wahrscheinlich nahezu 100 %-igen Aktivitat und korrekten Faltung des von E. coli CA3(DE3) pET-

28a(+)MalEssCinHis exprimierten B-Cinnamomins ausgegangen werden.

2.3 Rationales Proteindesign von 3-Cinnamomin

Zwar konnte die Expression B-Cinnamomins erfolgreich in E. coli etabliert werden, da jedoch auch
weiterhin noch ein groRRer Teil des exprimierten Proteins unldslich in inclusion bodies gebildet wurde,
sollte die l6sliche Expression durch rationales Proteindesign verbessert werden. Daher sollten Dop-
pelmutanten generiert werden, in denen jeweils eine der drei Disulfidbriicken (C3/C71, C27/C56,
C51/C95) durch Austausch mit anderen Aminosauren eliminiert wurde. AnschlieRend wurde ihre
Expression unter den optimierten Expressionsbedingungen von B-Cinnamomin mit E. coli C43(DE3)

pET-28a(+)MalEssCinHis getestet.

2.3.1 Rationales Proteindesign

Die Doppelmutanten wurden mit der YASARA Software Version 12.11.25 mit dem Plug-in FoldX Ver-
sion 3.0 Beta 5.1 (c) [36,103] in silico erstellt. Um die energetisch sinnvollsten Doppelmutanten zu
finden, wurde jeweils eines der beiden Cysteine von einer der drei Disulfidbriicken durch eine ausge-
suchte Anzahl Aminosduren und das zweite durch alle 20 verschiedenen Aminosduren ersetzt. An-
schlieBend wurden die AAG-Werte der generierten Varianten im Vergleich zu der Wildtypstruktur mit
den beiden Cysteinen berechnet. Die fiinf Doppelmutanten mit den niedrigsten AAG-Werten wurden
fiir die Expression in E. coli ausgesucht, da ein niedriger Wert auf einen geringeren Stabilitatsverlust
hindeutete. Die ausgewdahlten Doppelmutanten wurden in zwei aufeinander folgenden ortsspezifi-

schen Mutagenesen (Primer siehe Tabelle 16 in Abschnitt 5.2.10) generiert und in E. coli DH5a trans-
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formiert. Die transformierten Plasmide wurden jeweils von einer ausgewahlten Anzahl Kolonien iso-
liert und durch Sequenzierung Uberprift. Vier der finf ausgewahlten Doppelmutanten C3M/C71S,
C3M/C71N, C27M/C56A und C51M/C95L konnten erfolgreich generiert werden. Trotz mehrfacher
Wiederholung der PCR-Reaktionen zur Generierung der fiinften Doppelmutante C27M/C56S konnte
jedoch kein Klon isoliert werden, der die gewiinschte Mutation an Position C56 trug. Die Plasmide
der vier erfolgreich generierten Doppelmutanten pET-28a(+)MalEssCinHis_ C3M_C71S, pET-
28a(+)MalEssCinHis_C3M_C71N, pET-28a(+)MalEssCinHis_C27M_C56A und pET-28a(+)MalEssCin-
His_C51M_C95L wurden anschlieRend zur Expression der Doppelmutanten in E. coli C43(DE3) trans-

formiert.

2.3.2 Expression und Aufreinigung der Doppelmutanten

Von jeder der vier Doppelmutanten wurde eine Ubernachtkultur hergestellt, mit der jeweils zweimal
200 mL TB-Medium in 2 L Erlenmeyerkolben angeimpft wurden. Die Expression der Doppelmutanten
wurde mit 0,4 mM IPTG induziert und die Kulturen anschlieBend fiir 24 h bei 30 °C inkubiert. Vor der
Induktion und nach 24 h Expression wurde jeweils von einem der beiden Kolben der Doppelmutan-
tenexpressionen eine Probe genommen, aufgeschlossen und der l&sliche Uberstand und die Pellet-
fraktion Giber SDS-PAGE analysiert (siehe Abbildung 40). Die Zellen der Kulturen wurden durch Zentri-
fugieren geerntet und die Zellpellets bis zur Aufreinigung bei -20 °C gelagert. Die Zellpellets wurden
hierfir in Lysispuffer IV pH 6,5 resuspendiert und durch Ultraschall auf Eis aufgeschlossen. Anschlie-
Rend wurden die Zelltrimmer abzentrifugiert, der zellfreie Extrakt filtriert, Gber eine 5 mL HisTrap™

HP-Saule aufgereinigt und mittels SDS-PAGE untersucht (siehe Abbildung 41).

In Abbildung 40 konnte in den Proben des léslichen Uberstandes nach 24 h Expression der vier Dop-
pelmutanten keine signifikant verbesserte Expression nachgewiesen werden. Stattdessen waren
nach 24 h nur sehr schwache, teils diffuse Banden auf der Hohe von B-Cinnamomin zu erkennen. Im
Vergleich zu der Expression des Wildtyps mit pET-28a(+)MalEssCinHis in E. coli C43 (DE3) hatte das
gesamte Expressionsniveau deutlich abgenommen. Die Banden des unléslichen B-Cinnamomins in
den Pelletfraktionen waren wesentlich kleiner, als auf den SDS-Gelen der Expressionen des Wildtyps
(siehe z.B. Abbildung 35 in Abschnitt 2.2.3.3.6). Die Doppelmutante C51M/C95L scheint sogar fast gar
nicht exprimiert worden zu sein, da selbst fiir unlésliches B-Cinnamomin in der 24 h-Pelletprobe
kaum eine Bande zu erkennen war. Insgesamt war das Expressionsniveau der vier Doppelmutanten
so gering, dass auch durch Aufreinigung Gber den C-terminalen His-tag kaum B-Cinnamomin isoliert
oder nachgewiesen werden konnte. Lediglich fiir die Doppelmutante C3M/C71N konnte in einer der
Elutionsfraktionen der His-tag-Aufreinigung eine schwache Bande auf Hoéhe von 12,5 kDa B-
Cinnamomin zugeordnet werden (siehe Abbildung 41). Allerdings war diese Fraktion zusatzlich mit
anderen E. coli-Proteinen verunreinigt, so dass eine genaue Ausbeute der Doppelmutante nicht be-

rechnet werden konnte. Zusammengefasst musste also festgestellt werden, dass die Menge an 16sli-
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chem B-Cinnamomin wahrend der Expression in E. coli nicht durch Reduktion der Anzahl von Disul-

fidbricken erhoht werden konnte.

M UsoUsit PO P1 USO UST po P1 USo UST PO PL M USso US1 PO P1
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Abbildung 40. Expression der vier Doppelmutanten C3M/C71S, C3M/C71N, C27M/C56A und C51M/C95L in E. coli C43(DE3)
im Schiittelkolben bei 30 °C: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. USO: Léslicher Uberstand vor der Induktion. US1:
Léslicher Uberstand nach 24 h Expression. PO: Pelletfraktion vor der Induktion. P1: Pelletfraktion nach 24 h Expression.

M u U-DF K K-DF EF

Abbildung 41. Proben der einzelnen Arbeitsschritte aus Umpuffern und Aufkonzentrieren der Elutionsfraktion der His-tag-
Aufreinigung der Doppelmutante C3M/C71N: M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. U: Umgepufferte Lésung. U-DF:
Durchfluss der Umpufferung. K: Konzentrat. K-DF: Durchfluss der Aufkonzentrierung. EF: Elutionsfraktion vor dem Umpuf-
fern und Aufkonzentrieren.

2.4 Ganzzellbiokatalyse

Um den Beweis zu erbringen, dass B-Cinnamomin einen positiven Einfluss auf den Substratumsatz
von Steroiden in der Ganzzellbiokatalysen ausiibt, wurden Reaktionen mit ruhenden Zellen von E. coli
C43(DE3), die rekombinant die P450 Monooxygenase CYP154C5 aus N. farcinica in Kombination mit
den ETK Pdx und PdR aus P. putida tragt, durchgefiihrt. Um den Einfluss des Elicitins auf die Biokata-
lyse zu untersuchen, wurden Reaktionen verschiedener Steroidsubstrate geldst in Methanol bzw.
gel6st in 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin mit und ohne Zusatz von B-Cinnamomin verglichen.
Dabei wurden folgende Steroide eingesetzt: Pregnenolon (1), Testosteron (2), Progesteron (3), De-

hydroepiandrosteron (4), Androstendion (5) und Nandrolon (6) (siehe Abbildung 10 in Abschnitt 1.9).
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2.4.1 Vorversuche zur Optimierung der Prozessparameter
Zunachst wurde eine Reihe von Vorversuchen durchgefiihrt, um die optimalen Bedingungen fiir die

Ganzzellbiokatalysen zu bestimmen.

2.4.1.1 Expression des Ganzzellbiokatalysators fiir die Vorversuche

Fir die Vorversuche wurden E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB-Zellen als Ganzzellbiokata-
lysator eingesetzt. Die Expression erfolgte dabei im 10 L Fermenter in TB-Medium bei 30 °C fiir 24 h.
Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet, in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,5 gewa-
schen, aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Vor Einsatz der Zellen in der Biokatalyse wurden die Kon-
zentration der CYP154C5 und die spezifische Aktivitat der ETK Pdx und PdR eines der resuspendierten
Zellpellets in einem Volumen von 25 mL mit einer Zelldichte von ODgy = 40 bestimmt. Der Gesamt-
proteingehalt betrug 4,6 mg/mL, die Konzentration der CYP154C5 lag bei 2,2 uM, was ca. 22 ug
CYP154C5 pro mg Totalprotein entspricht. Die spezifische Aktivitit der ETK betrug 0,4 U/mg.

2.4.1.2 Umsatz von 2 mM Pregnenolon und 2 mM Testosteron

Im ersten Versuch wurde der Umsatz von 2 mM Pregnenolon und 2 mM Testosteron durch ruhende
Zellen von E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB in 50 mM MES-Puffer pH 6,5 mit 2,2 uM
CYP154C5 und einer spezifischen Aktivitat der ETK von 0,4 U/mg mit und ohne Zusatz von 37 uM -
Cinnamomin getestet. Pro Substrat wurden drei Ansadtze mit je 1 mL Volumen in 15 mL-Testréhrchen
angesetzt. Fir jeden Ansatz wurden Zellen des Ganzzellbiokatalysators so mit einer 37 uM -
Cinnamominlosung in 50 mM MES-Puffer pH 6,5 resuspendiert, das nach Zugabe von 10 L 3 M Glu-
cose und jeweils 20 pL der 100 mM Substratstammldsungen in Methanol eine Zelldichte von ODgy =
40 eingestellt war. Zur Kontrolle wurden pro Substrat drei Kontrollansatze ohne B-Cinnamomin ange-
setzt, in denen die Zellen in 50 mM MES-Puffer pH 6,5 statt in der B-Cinnamominlésung resuspen-
diert wurden. Die Reaktionsansatze wurden anschlieRend bei 30 °C inkubiert und nach 2, 5 und 8 h
wurde je einer der drei Reaktionsansatze mit und einer der drei Kontrollansatze ohne B-Cinnamomin
jedes Substrats in drei Schritten mit 1 x 700 uL Ethylacetat (EtOAc), 1 x 500 pL EtOAc und 1 x 500 pL
CHCI; extrahiert. Die extrahierten Proben wurden anschliefend, wie in Abschnitt 5.4.1.3 beschrieben,
weiter aufgearbeitet und mittels GC bzw. HPLC gemessen. Uber die integrierten Peakflichen wurde
mit den Kalibrationsgeraden in Abbildung 79 und Abbildung 80 (siehe Abschnitt 7.6.1) der Umsatz

bestimmt.

Wie in Abbildung 42 zu sehen ist, konnte der Umsatz von 2 mM Pregnenolon durch den Zusatz von B-
Cinnamomin verbessert werden konnte. Zu jedem der drei Probenahmezeitpunkte konnte in den
Reaktionsansatzen mit B-Cinnamomin ein héherer Umsatz nachgewiesen werden, als in den Kont-
rollansdtze ohne B-Cinnamomin. Auffallig war allerdings, dass der Umsatz von Pregnenolon nach 5

und 8 h Reaktionszeit kaum noch zunahm. Sowohl fiir die Ganzzellbiokatalysen mit f-Cinnamomin als
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auch fir die Kontrollen stagnierte der Umsatz bereits nach 2 h. AuBerdem fallt auf, dass der Umsatz
von Pregnenolon in der 5 h-Probe mit B-Cinnamomin 2 % niedriger war als in der Probe zum Zeit-
punkt 2 h. Diese Schwankungen konnten jedoch auf mehrere Faktoren bei der Durchfiihrung der
biokatalytischen Ganzzellumsatze zurlickgefiihrt werden, wie beispielsweise zu kurze Extraktionszeit

oder schlechte Loslichkeit der Substrate in Methanol.
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Abbildung 42. Umsatz von 2 mM Pregnenolon (1) mit (+Cin) und ohne Zusatz (-Cin) von 37 uM B-Cinnamomin im Verlauf
von acht Stunden Reaktionszeit durch Ganzzellbiokatalyse mit ruhenden Zellen von E. coli C43(DE3) pIT2cyp154C5 pACYC-
camAB. Die Zelldichte in den Reaktionsansatzen betrug jeweils ODgqo = 40, entsprechend einer Konzentration von CYP154C5
von 2,2 uM und einer spezifischen Aktivitat der ETK von 0,4 U/mg.
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Abbildung 43. Umsatz von 2 mM Testosteron (2) mit (+Cin) und ohne Zusatz (-Cin) von 37 uM B-Cinnamomin im Verlauf von
acht Stunden Reaktionszeit durch Ganzzellbiokatalyse mit ruhenden Zellen von E. coli C43(DE3) pIT2cyp154C5 pACYCca-
mAB. Die Zelldichte in den Reaktionsansdtzen betrug jeweils ODggq = 40, entsprechend einer Konzentration von CYP154C5
von 2,2 uM und einer spezifischen Aktivitat der ETK von 0,4 U/mg.
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Im Diagramm in Abbildung 43 ist der Umsatz der Reaktionsansatze von 2 mM Testosteron in Abhan-
gigkeit von der Reaktionszeit aufgetragen. Auch in diesen Ansatzen konnte eine signifikante Verbes-
serung des Substratumsatzes durch Zugabe von B-Cinnamomin festgestellt werden. Nach 2 h Reakti-
onszeit war der Unterschied am grofSten mit ca. 2-fach h6herem Umsatz im Reaktionsansatz mit (-
Cinnamomin als in der Kontrolle ohne Elicitin. Im Gegensatz zu den Reaktionen mit Pregnenolon stie-

gen hier die Umséatze wahrend der Reaktionszeit jedoch weiter an.

2.4.1.3 Optimierung der Prozessparameter der Ganzzellbiokatalyse

Bei Wiederholung der Reaktionen konnte das Ergebnis mehrfach bestatigt werden: Reaktionsansat-
ze, die B-Cinnamomin enthielten, wiesen einen besseren Umsatz von Pregnenolon und Testosteron
auf, als die Kontrollen, die ohne Elicitin angesetzt wurden. Wahrend der Versuche fiel jedoch auf,
dass die Messwerte relativ starken Schwankungen unterlagen, die auf eine Reihe von Faktoren bei
der Durchfiihrung der biokatalytischen Reaktionen zurlickgefiihrt werden konnten. Einerseits waren
100 mM Pregnenolon in Methanol nur sehr schlecht 16slich, weshalb die Stammlésung vor jeder
Verwendung zunachst durch Ultraschall behandelt und auf 40 °C erwdarmt werden musste, damit das
Pregnenolon vollstdndig gelost war. Dies hatte zur Folge, dass die Stammldsung kaum reproduzierbar
zu pipettieren war. Desweiteren fiel Pregnenolon wieder sehr rasch aus, sobald die Stammlosung aus
dem Ultraschallbad genommen wurde. Auch musste die Extraktion optimiert werden, damit das Sub-
strat vollstandig aus den Reaktionen extrahiert werden konnte. Ein weiteres Problem war die Be-
stimmung der ODgy, der resuspendierten Zellsuspension in so hohen Zelldichten (ODgy = 100+), da
bereits kleine Fehler zu signifikanten Schwankungen der eingesetzten Menge Ganzzellbiokatalysators
in verschiedenen Messungen fiihren kénnen. AuBerdem musste die Qualitat der Substratstammlo-
sungen bedacht werden, da diese durch Lagerung lber langere Zeitraume Veranderungen unterlie-
gen konnte. Schlielich wurden in den ersten Versuchen zu wenige Kontrollen eingesetzt um die Re-
produzierbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten. Im Verlauf mehrerer Versuche wurden daher die
Prozessbedingungen optimiert, mit denen die biokatalytischen Ganzzellumsatze der Steroidsubstrate
durchgefiihrt wurden. Um die Probleme mit der schlechten Pregnenolonl6slichkeit zu vermeiden,
wurden die Stammldsungen in spateren Versuchen mit 50 mM hergestellt und die Versuche nur noch
mit maximal 1 mM Pregnenolon durchgefiihrt, da nicht mehr als 2 % Methanol dem Reaktionsansatz
hinzugefiigt werden konnte, ohne eine Permeabilisierung des Ganzzellbiokatalysators hervorzurufen.
Um die Reproduzierbarkeit aller Reaktionsansatze weiter zu verbessern, wurden statt Eppendorf
Research Plus 2 Pipetten Microliter™ Spritzen der Firma Hamilton Messtechnik GmbH verwendet, um
das Pipettieren von Losungsmitteln pL-genau zu ermdoglichen. Um die Extraktion der Reaktionsansat-
ze zu verbessern, wurde die Zeit jedes einzelnen Extraktionsschrittes mittels Vortex von 30 auf 90 s
erhoht und ein Adapter fir bis zu 30 EppendorfreaktionsgefalRe fiir den Vortex verwendet, damit alle

Ansadtze identisch extrahiert werden konnten. Fiir die ODgy-Messung der resuspendierten E. coli
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C43(DE3) plT2cypl54C5 pACYCcamAB-Zellen wurden die Zellen in mehreren kleinen Schritten ver-
diinnt und die Messung in Dreifachbestimmung durchgefiihrt, damit pro Reaktion immer dieselbe
Menge Ganzzellbiokatalysator eingesetzt werden konnte. Um Fehler durch ungenaue Substrat-
stammldsungen oder lange Lagerung der Stammldsungen bei 4 °C auszuschliellen, wurde fiir jede
Messung ein Substratstandard in Dreifachbestimmung in Puffer angesetzt, ebenfalls extrahiert und
mit den Proben in der GC bzw. HPLC gemessen. Zudem wurden alle Reaktionsansatze der Ganzzell-
biokatalysen in Dreifachbestimmung durchgefiihrt und anschlieffend Mittelwerte bestimmt. Die Ex-
trakte der Reaktionsansatze wurden im Anschluss an die Extraktion entweder sofort gemessen oder
ausschlieBlich in getrockneter Form, nach Entfernen des Losungsmittels, bei -20 °C gelagert, um ein

mogliches Zersetzen der Substrate bzw. Produkte auszuschlief3en.

2.4.2 Ganzzellbiokatalysen mit Zusatz von aufgereinigtem 3-Cinnamomin
Um die Ergebnisse der einzelnen biokatalytischen Umsatze besser miteinander vergleichen zu kon-
nen, wurden die Versuche mit neu hergestelltem Ganzzellbiokatalysator, neu hergestelltem B-

Cinnamomin und neuen Substratstammlésungen unter optimierten Bedingungen wiederholt.

2.4.2.1 Expression des Ganzzellbiokatalysators

Um ausreichend Zellen fiir die Wiederholung aller Umséatze mit und ohne B-Cinnamomin zur Verfu-
gung zu haben, wurde wieder eine 10 L-Fermentation von E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCca-
mAB, wie in Abschnitt 5.2.15.3 beschrieben, durchgefiihrt. Die geernteten Zellen der Fermentation
wurden in Aliquots bei -20 °C gelagert. Vor Einsatz der Zellen in Biokatalysen wurde eine Zellpellet
mit 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 in einem Gesamtvolumen von 36 mL (ODgy = 40) resus-
pendiert und die Konzentration der CYP154C5 und die spezifische Aktivitat der ETK bestimmt. Der
Gesamtproteingehalt wurde mit 4,5 mg/mL, die CYP154C5-Konzentration mit 3,4 uM (entsprechend
ca. 35 pg CYP154C5 pro mg Totalprotein) bestimmt. Die spezifische Aktivitdit der ETK lag bei
1,0 U/mg.

2.4.2.2 Expression des f3-Cinnamomins

Damit die Ganzzellbiokatalysen der Vorversuche fiir alle Steroidsubstrate mit der gleichen Charge B-
Cinnamomin wiederholt werden konnten, musste auch das Elicitin zundchst im groBen Malstab ex-
primiert und aufgereinigt werden. Fiir die Expression wurden dazu 42 Schiittelkolben mit je 200 mL
TB-Medium sowie zwei Fermenter mit je 4,5 L TB-Medium eingesetzt. Die Expression und die Aufrei-
nigung des B-Cinnamomins erfolgten wie in Abschnitt 2.2.3.3.3 und Abschnitt 2.2.3.3.4 beschrieben.
Die B-Cinnamominstammlésung wurde bis zum Einsatz in der Ganzzellbiokatalyse bei 4 °C gelagert.
Im Vergleich zu den vorrausgegangenen Schiittelkolbenexpressionen konnte fiir die Schittelkolben-
expressionen eine Ausbeute von 25,5 mg B-Cinnamomin pro Liter Kultur erreicht werden. Da jedoch

in der Zeit Protein prazipitierte, wurde das Préazipitat durch Zentrifugation abgetrennt und die Kon-
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zentration der B-Cinnamominstammldsung unmittelbar vor den Biokatalyseversuchen erneut be-
stimmt. Die eingesetzte B-Cinnamominstammldsung besaR eine Konzentration von 218 uM bzw.

2,5 mg/mL bei einem Volumen von ca. 74 mL.

2.4.2.3 Kalibrationsgeraden

Da auch die Konzentration der Substratstammldsungen in Methanol Uber ldngere Zeitraume Veran-
derungen unterliegen, wurden neue Substratstammldsungen in Methanol und in 36 % w/v Hydroxyp-
ropyl-B-cyclodextrin in Wasser hergestellt und damit ebenfalls neue Kalibrationsgeraden bestimmt.
Die erhaltenen Kalibrationsgeraden der sechs Substrate Pregnenolon, Testosteron, Progesteron, De-
hydroepiandrosteron, Androstendion und Nandrolon in Methanol sowie in 36 % w/v Hydroxypropyl-
B-cyclodextrin, welche fir die Hauptversuche der Ganzzellbiokatalysen verwendet wurden, sind in

Abbildung 81 bis Abbildung 92 in Abschnitt 7.6.2 dargestellt.

2.4.2.4 Ganzzellbiokatalysen mit Zusatz von 100 uM f3-Cinnamomin

Um den Einfluss von B-Cinnamomin auf die Ganzzellbiokatalyse aller sechs Substrate, Pregnenolon,
Testosteron, Progesteron, Dehydroepiandrosteron, Androstendion und Nandrolon, zu untersuchen,
wurden Reaktionen mit den sechs Steroiden, gelost in Methanol, und ruhenden Zellen von E. coli
C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB in Gegenwart von 100 uM B-Cinnamomin getestet. Parallel
dazu wurden Ganzzellbiokatalysen ohne Elicitin mit den sechs Substraten geldst in Methanol bzw.
36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin als Vergleichskontrollen durchgefihrt. Fir jedes Substrat
wurden 1 mlL-Ansatze in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,5 mit 30 mM Glucose und E. coli
C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB-Zellen in einer Zelldichte von ODggy = 40 (entsprechend 3,4 uM
P450 Monooxygenase und 1,0 U/mg spezifischer Aktivitat der ETK) durchgefiihrt. Die Substrate Tes-
tosteron, Progesteron, Dehydroepiandrosteron, Androstendion und Nandrolon wurden in Konzentra-
tionen von je 2 mM eingesetzte, Pregnenolon dagegen, aufgrund seiner geringen Loslichkeit in Me-
thanol, nur in einer Konzentration von 1 mM. Pro Substrat wurden je drei Ansdtze mit 100 uM B-
Cinnamomin und drei Kontrollansatze ohne Elicitin jeweils mit Steroid geldst in Methanol, sowie drei
weitere Kontrollansdtze ohne Elicitin, aber mit Substrat gelost in 36 % w/v Hydroxypropyl-B-
cyclodextrin, angesetzt. Die insgesamt neun Ansdtze pro Substrat wurden fiir 3 h bei 30 °C und
250 rpm inkubiert, anschlieRend extrahiert und in der GC bzw. HPLC analysiert. Mit Hilfe der Kalibra-
tionsgeraden wurden jeweils die Umsatze bestimmt, gemittelt und zusammen mit den Standardab-

weichungen aus den Dreifachansatzen in Abbildung 44 aufgetragen.

Wie aus der Abbildung hervorgeht, konnte fiir vier der sechs Substrate (Pregnenolon, Testosteron,
Progesteron und Dehydroepiandrosteron) eine Verbesserung des Umsatzes durch Zusatz von B-
Cinnamomin in den Reaktionsansatzen nachgewiesen werden. Fiir die Substrate 1 bis 3 konnte der

Umsatz um 9 bis 14 % im Vergleich zu den Kontrollansatzen mit Substrat gelost in Methanol bzw.
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Cyclodextrin gesteigert werden. Fiir Dehydroepiandrosteron betrugt die Umsatzsteigerung im Ver-
gleich zur Probe ohne B-Elicitin und Substrat gelost in Methanol 5 %. Der Umsatz von Dehydroe-
piandrosteron mit Cyclodextrin zeigte einen um weitere 4 % schlechteren Umsatz, als der Umsatz der
Ansdtze mit den Methanolstammlésungen. Fir Androstendion und Nandrolon konnte dagegen kein

signifikanter Unterschied zwischen den Proben mit und ohne Elicitin festgestellt werden.
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Abbildung 44. Umsatz von 1 mM Pregnenolon (1) und von je 2 mM Testosteron (2), Progesteron (3), Dehydroepiandroste-
ron (4), Androstendion (5) und Nandrolon (6) mit und ohne Zusatz von 100 uM B-Cinnamomin in Ganzzellbiokatalysen mit
ruhenden Zellen von E. coli C43(DE3) pIT2cyp154C5 pACYCcamAB in je 3 h Reaktionszeit. Die Zelldichte in den Reaktionsan-
satzen betrug jeweils ODgyg = 40, entsprechend einer Konzentration von CYP154C5 von 3,4 uM und einer spezifischen Akti-
vitat der ETK von 1,0 U/mg. Die Steroidsubstrate wurden entweder geldst in Methanol (+Cin und -Cin) bzw. als Stamml6-
sung in 36 % w/v Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin in Wasser (+CYD) eingesetzt.

2.4.2.5 Ganzzellbiokatalysen mit Zusatz von 200 uM f3-Cinnamomin

Da erfolgreich nachgewiesen werden konnte, dass der Umsatz der Steroide in Ganzzellbiokatalysen
mit CYP154C5 durch Zusatz von B-Cinnamomin reproduzierbar verbessert werden kann, wurde als
nachstes der Einfluss der B-Cinnamominkonzentration auf den Umsatz der Steroidsubstrate unter-
sucht. Dazu wurden biokatalytische Reaktionsansatze der vier Substrate Pregnenolon, Testosteron,
Progesteron und Dehydroepiandrosteron in Gegenwart und Abwesenheit von 200 uM B-Cinnamomin
durchgefihrt. Um B-Cinnamomin in einer Endkonzentration von 200 uM einsetzen zu kénnen, muss-
te zunachst die B-Cinnamominstammldsung mittels Ultrafiltration aufkonzentriert werden. Die Ganz-
zellbiokatalysen wurden jeweils wieder mit C43(DE3) pIT2cyp154C5 pACYCcamAB-Zellen in einer
Zelldichte von ODgy = 40 und 30 mM Glucose in einem Volumen von 1 mL in 50 mM Kaliumphos-

phatpuffer pH 6,5 angesetzt. Pro Substrat wurden je drei Reaktionsansitze mit 200 uM pB-
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Cinnamomin und drei Kontrollansatze ohne B-Cinnamomin jeweils mit Substrat geldst in Methanol
angesetzt und fiir eine Reaktionszeit von 3 h bei 30 °C und 250 rpm inkubiert. Im Anschluss wurden
die Reaktionsansitze extrahiert und in der GC bzw. der HPLC analysiert. Uber den Substratverbrauch
wurden jeweils die Umsatze bestimmt, gemittelt und in einem Diagramm aufgetragen (siehe Abbil-

dung 45).
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Abbildung 45. Umsatz von 1 mM Pregnenolon (1) und je von 2 mM Testosteron (2), Progesteron (3), Dehydroepiandroste-
ron (4), mit (+Cin) und ohne (-Cin) Zusatz von 200 uM B-Cinnamomin in Ganzzellbiokatalysen mit ruhenden Zellen von E. coli
C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB in je 3 h Reaktionszeit. Die Zelldichte in den Reaktionsansatzen betrug jeweils ODgyg =
40. Die Steroidsubstrate wurden geldst in Methanol als Stammldsung angesetzt.

Auch in diesem Versuch konnte bestatigt werden, dass B-Cinnamomin den Umsatz der Steroidsub-
strate in Ganzzellbiokatalysen signifikant erhéht. Jedes der vier Substrate wurde mit Elicitinzusatz
wesentlich besser umgesetzt. So konnte fiir Pregnenolon eine Umsatzsteigerung von 10,2 %, fir Tes-
tosteron von 8,0 %, fir Progesteron von 16,2 % und fiir Dehydroepiandrosteron von 6,2 % bestimmt
werden. Allerdings kénnen die Ergebnisse nicht direkt mit den Umséatzen der Ganzzellbiokatalysen
mit Zusatz von 100 uM B-Cinnamomin (siehe Abbildung 44) verglichen werden, da der Gesamtum-
satz diesmal deutlich niedriger ausfiel. Die schlechteren Werte sind moglicherweise auf eine redu-
zierte Aktivitat der CYP154C5 bzw. der ETK durch die Lagerung der Zellen bei -20°C lber einen lange-
ren Zeitraum zurlickzufiihren. Auch B-Cinnamomin verlor durch die Lagerung bei 4 °C lber einen

langeren Zeitraum an Aktivitat, so dass kein direkter Vergleich moglich war.
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2.4.2.6 Ganzzellbiokatalysen mit aufgereinigtem f-Cinnamomin im Zeitverlauf

Um den Einfluss von B-Cinnamomin auf den Umsatz der Steroide in Ganzzellbiokatalysen mit
CYP154C5 im Zeitverlauf genauer zu untersuchen, wurden erneut Reaktionen mit Pregnenolon und
Dehydroepiandrosteron durchgefiihrt und jeweils Proben Uber einen Zeitraum von funf bzw. acht
Stunden genommen. Von jedem der beiden Substrate wurden drei Parallelansdtze mit einem Volu-
men von 7 mL in 25 mL Erlenmeyerkolben mit E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB-Zellen
mit einer Zelldichte von ODgy = 40, 30 mM Glucose und 100 uM B-Cinnamomin in 50 mM Kalium-
phosphatpuffer pH 6,5 angesetzt. Pregnenolon wurde in einer Konzentration von 1 mM und Dehyd-
roepiandrosteron in einer Konzentration von 2 mM eingesetzt. Zur Kontrolle wurden jeweils drei
weitere Reaktionsansatze ohne B-Cinnamomin angesetzt und die Ganzzellbiokatalysen bei 30 °C und
250 rpm inkubiert. Von den Dehydroepiandrosteronansatzen wurden jeweils 1 mL Proben nach 3,
5 und 8 h genommen. Von den Pregnenolonreaktionen wurden jeweils 1 mL Proben nach 2, 3, 4 und
5 h genommen, da Pregnenolon in den vorangegangenen Experimenten schneller umgesetzt worden
war als Dehydroepiandrosteron. Die Proben wurden extrahiert und die Umsatze Gber Substratab-

nahme mittels GC bestimmt (siehe Abbildung 46).
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Abbildung 46. Umsatz von 2 mM Pregnenolon (1) mit (+Cin) und ohne Zusatz (-Cin) von 100 uM B-Cinnamomin im Verlauf
von funf Stunden Reaktionszeit durch Ganzzellbiokatalyse mit ruhenden Zellen von E. coli C43(DE3) pIT2cyp154C5 pACYC-
camAB. Die Zelldichte in den Reaktionsansatzen betrug jeweils ODgy = 40. Die Steroidsubstrate wurden geldst in Methanol
als Stammldsung angesetzt.

In Abbildung 46 sind die gemittelten Umsatze von Pregnenolon in Ganzzellbiokatalysen mit und ohne
Zusatz von 100 uM B-Cinnamomin aufgetragen. Zwar konnte fiir jeden Probenahmezeitpunkt im

Mittel ein besserer Umsatz mit Elicitin nachgewiesen werden, doch wurden im Vergleich zu den bei-
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den vorausgegangenen Versuchen erneut niedrigere Umsatze von Pregnenolon erhalten. Diese sind
wahrscheinlich ebenfalls auf den lagerungsbedingten Riickgang der Aktivitdt von sowohl den E. coli
C43(DE3) plT2cypl154C5 pACYCcamAB-Zellen, als auch von B-Cinnamomin zurickzufithren. Fiir De-
hydroepiandrosteron konnte ein ahnliches Ergebnis erzielt werden. Die Reaktionen mit pB-
Cinnamomin lieferten zu allen Probenahmezeitpunkte erneut hohere Umsatze als die Kontrollreakti-
onen ohne Elicitin, allerding lagen auch hier die Umsatze insgesamt niedriger, als in den Reaktionen

der Versuche zuvor.

2.4.3 Ganzzellbiokatalysen mit coexprimiertem 3-Cinnamomin

Als nachstes wurde der zweite Ansatz zur Verbesserung des Substratumsatzes, die Verwendung eines
Ganzzellbiokatalysators mit coexprimiertem Elicitin, getestet, da es nicht nur das Ziel war ein Elicitin
extern zuzugeben, sondern auch, das Elicitin auch in den Ganzzellbiokatalysatorzellen selbst zu ex-
primieren. Durch die Coexpression des Elicitins kann einerseits der Aufwand reduziert werden, da
eine Aufreinigung des Elicitins unnotig wird. Andererseits kann der Einfluss des Elicitins auch inner-
halb der Zelle auf den Substratumsatz untersucht werden. Um die Ganzzellbiokatalyse der Steroide
mit coexprimiertem B-Cinnamomin zu testen, wurde zunachst die Effizienz der Coexpression der vier

Komponenten CYP154C5, Pdx, PdR und B-Cinnamomin in E. coli getestet.

2.4.3.1 Coexpression von CYP154C5, Pdx, PdR und B-Cinnamomin in Escherichia coli
C43(DE3)
Um die vier Komponenten, CYP154C5, Pdx, PdR und B-Cinnamomin, coexprimieren zu kdnnen, wurde
ein E. coli C43(DE3)-Stamm generiert, der die Plasmide plT2cyp154C5, pACYCcamAB und pET-
28a(+)MalEssCinHis enthielt. Die drei Plasmide besitzen, abgesehen von den verschiedenen Genen
fiir die vier Proteine, unterschiedliche Replikationsurspriinge und verschiedene Antibiotikaresistenz-
marker und erlauben somit die Coexpression in einem einzigen E. coli-Stamm. Zundchst wurden
elektrokompetente Zellen von E. coli C43(DE3) plTcyp154C5 pACYCcamAB, wie in Abschnitt 5.2.13.2
beschrieben, hergestellt und diese anschlieBend mit dem pET-28a(+)MalEssCinHis-Plasmid transfor-
miert. Um die Coexpression zu testen, wurde eine Ubernachtkultur von E. coli C43(DE3)
plT2cyp154C5 pACYCcamAB pET-28a(+)MalEssCinHis hergestellt und zum Animpfen einer 500 mL TB-
Kultur in einem 2 L-Erlenmeyerkolben verwendet. Die Expression der vier Komponenten wurde mit
0,4 mM IPTG induziert und die Kultur anschlieBend fiir 48 h bei 30 °C inkubiert. Gleichzeitig mit der
Induktion wurden 500 pL 1000 x Spurenelementlésung und 0,5 mM 5-Aminolavulinsdure (6-Ala) hin-
zugegeben. Zur Kontrolle wurde eine Kultur von E. coli C43(DE3) plIT-2cyp154C5 pACYCcamAB in
500 mL TB-Medium angesetzt. Nach 48 h wurde jeweils eine Probe genommen, aufgeschlossen und
mittels SDS-PAGE und Western-Blot analysiert (siehe Abbildung 47). Die Zellen der Kulturen wurden

durch Zentrifugation geerntet und in Aliquots bei -20 °C eingefroren. Zum Einsatz der Zellen in der
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Biokatalyse wurden die Konzentration der CYP154C5 und die spezifische Aktivitat der ETK der Zell-

suspension bestimmt.

Zunachst fiel auf, dass die E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB pET-28a(+)MalEssCinHis-
Kultur zu einer deutlich niedrigeren Zelldichte herangewachsen war. So erreichten die Kontrollkultu-
ren, in denen nur CYP154C5, Pdx und PdR coexprimiert wurden eine Zelldichte in Hohe von ODgy =
8,8, wahrend die Kultur in der alle vier Proteine coexprimiert wurden nur zu einer Zelldichte von
ODggo = 4,6 heranwuchs. Alle vier Proteine, B-Cinnamomin, CYP154C5, Pdx und PdR, konnten jedoch
erfolgreich in E. coli C43(DE3) coexprimiert werden. In Abbildung 47A sind zwei deutliche Banden auf
einer Hohe von 11 bis 12 kDa und ca. 45 kDa erkennbar. Da sich sowohl die Molekulargewichte von
CYP154C5 (MW = 45,3 kDa) und PdR (MW = 45,5 kDa), als auch die molekularen Massen von B-
Cryptogein (MW = 11,6 kDa) und Pdx (MW = 11,6 kDa) nur minimal unterscheiden, konnte die Coexp-
ression aller vier Komponenten nicht allein durch das SDS-Gel nachgewiesen werden. Zum Nachweis
des B-Cinnamomins (iber den C-terminalen His-tag wurde ein Western Blot durchgefiihrt (Abbildung
47B). Im zellfreien Uberstand sowie in der Pelletfraktion ist jeweils bei 12 kDa eine intensive Bande
zu erkennen. Zudem konnte in der Pelletfraktion die charakteristische Bande des unprozessierten B-
Cinnamomins bei ca. 13 kDa identifiziert werden. Die erfolgreiche Expression von CYP154C5, Pdx und
PdR in den Zellen der Coexpression mit B-Cinnamomin konnte dagegen durch Bestimmung der Kon-
zentration der CYP154C5 und der spezifischen Aktivitat der ETK nachgewiesen werden. Die berechne-

ten Werte, die ODgy und das Volumen der zellfreien Extrakte sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.
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Abbildung 47. SDS-PAGE (A) und Western-Blot (B) der Coexpression von B-Cinnamomin mit CYP154C5, Pdx und PdR in E.
coli C43(DE3): M: PageRuler™ Prestained Protein Ladder. US: Léslicher Uberstand nach 48 h Expression. P: Pelletfraktion
nach 48 h Expression. +Cin: Expression von E. coli CA3(DE3) pIT2cyp154C5 pACYCcamAB pET-28a(+)MalEssCinHis. -Cin:
Expression von E. coli C43(DE3) pIT2cyp154C5 pACYCcamAB.

Insgesamt betrachtet fiel die Expression des Elicitins vermutlich relativ gut aus, da die Bande im Wes-
tern Blot sehr deutlich zu sehen ist. Eine genaue Analyse der Hohe der B-Cinnamominexpression

mittels SDS-PAGE und Western-Blot war jedoch nicht moglich. Die Expression der anderen drei Kom-
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ponenten, CYP154C5, Pdx und PdR, fiel schlechter aus, als in E .coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYC-
camAB zuvor, was aber auf die Mehrbelastung der E. coli- Transkriptions- und Translationsmaschine-
rie durch die Expression eines weiteren heterologen Proteins zurlickzufihren war.

Tabelle 3. Vergleich der Konzentration der CYP154C5 und der spezifischen Aktivitat der ETK der Expression von E. coli
C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB pET-28a(+)MalEssCinHis (+Cin) und der Expression von der Kontrolle E. coli C43(DE3)

pIT2cyp154C5 pACYCcamAB (-Cin) in jeweils 500 mL TB-Medium fir 48 h bei 30 °C. ZFE: Zellfreier Extrakt. c (TP): Gesamt-
proteingehalt. ¢ (P450): CYP154C5-Konzentration. akt (ETK): Aktivitat der ETK. spez.akt. (ETK): spezifische Aktivitat der ETK.

Volumen QD c (TP) c(P450) P450:TP akt (ETK) spez.akt.

ZFE [mL]  ZFE [mg/mL] [uM] [mg/mg] [U/mL] (ETK)[U/mg]
+ Cin 12,5 26 3,9 0,3 4 1,2 0,3
- Cin 12,5 59 2,4 1,5 29 3,2 1,4

2.4.3.2 Ganzzellbiokatalyse mit coexprimiertem [3-Cinnamomin

Um den Ganzzellbiokatalysator mit coexprimiertem B-Cinnamomin in der Biokatalyse zu testen, wur-
den zunachst Reaktionen mit den vier am besten umgesetzten Substraten Pregnenolon, Testosteron,
Progesteron und Dehydroepiandrosteron durchgefihrt. Zellen von E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5
pPACYCcamAB pET-28a(+)MalEssCinHis wurden in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,5 resuspendiert
und pro Substrat jeweils drei Reaktionsansatze von je 1 mL mit einer Zelldichte von ODgy = 40 ent-
sprechend einer CYP154C5 Konzentration von 0,5 uM und einer volumetrischen Aktivitat der ETK von
1,8 U/mL (0,3 U/mg spezifische Aktivitit) hergestellt und mit 30 mM Glucose und 1 (Pregnenolon)
bzw. 2 mM (Testosteron, Progesteron und Dehydroepiandrosteron) Substrat versetzt. Zur Kontrolle
wurden jeweils drei Reaktionen mit E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB mit einer Zelldichte
von ODgy = 20 entsprechend einer CYP154C5 Konzentration von 0,5 uM und einer volumetrischen
Aktivitat der ETK von 1,1 U/mL (1,4 U/mg spezifische Aktivitat) angesetzt. Die Ganzzellbiokatalysen
wurden fir 6 h bei 30 °C inkubiert, extrahiert und in der GC bzw. HPLC analysiert. Der daraus berech-

nete Umsatz wurde im Diagramm in Abbildung 48 aufgetragen.

Wie dem Diagramm zu entnehmen ist, filhrte die Verwendung von E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5
pACYCcamAB pET-28a(+)MalEssCinHis-Zellen zur Ganzzellbiotransformation der vier Steroidsubstrate
zu einem verbesserten Umsatz im Vergleich zu den Kontrollen mit dem Ganzzellbiokatalysator ohne
B-Cinnamomincoexpression. Insbesondere fiir Pregnenolon, Progesteron und Dehydroepiandroste-
ron konnte eine deutliche Verbesserung gezeigt werden. So wurden mit Elicitincoexpression 50,4 %
mehr Pregnenolon, 35,7 % mehr Progesteron und 32,4 % mehr Dehydroepiandrosteron umgesetzt.
Fiir Testosteron konnte immer noch eine Steigerung des Umsatzes von 25,7 % auf 34,4 % erreicht
werden. Allerdings muss beim Vergleich der Ergebnisse bedacht werden, dass in den Reaktionen mit
coexprimiertem B-Cinnamomin (ODggo = 40) und den Kontrollreaktionen (ODgy = 20) unterschiedlich
hohe Zelldichten eingesetzt wurden, welche die Ergebnisse verfalschen kénnen. Eine doppelt so hohe

Zelldichte fuhrt moglicherweise zu einer geringeren Substratlimitierung, da auf die gleiche Menge
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Enzym mehr Zelloberfliche kommt. Andererseits ist aber auch der Sauerstoffeintrag der héher kon-
zentrierten Zellsuspension schlechter, als in der Zellsuspensionen mit der niedrigeren Zelldichte. Ein
weiterer wichtiger Faktor, der nicht auller Acht gelassen werden darf, ist die volumetrische Aktivitat
der ETK in den Reaktionen mit B-Cinnamomin, die mit 1,8 U/mL deutlich héher als in den Kontrollre-

aktionen mit 1,1 U/mL war.

Umsatz [%]

O +Cin @ -Cin
120 -

100 A

80 -

60 -

40 ~

20 ~

85,7 34,4 99,5 81,9

Abbildung 48. Vergleich des Umsatzes von 1 mM Pregnenolon (1) und von je 2 mM Testosteron (2), Progesteron (3), De-
hydroepiandrosteron (4), mit ruhenden Zellen von E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB pET-28a(+)MalEssCinHis
(+Cin) und des Umsatzes der vier Substrate mit E. coli C43(DE3) pIT2cyp154C5 pACYCcamAB (-Cin). Die E. coli C43(DE3)
pIT2cyp154C5 pACYCcamAB pET-28a(+)MalEssCinHis-Zelldichte in den Reaktionsansatzen betrug jeweils ODgyy = 40, ent-
sprechend einer Konzentration von CYP154C5 von 0,5 uM und einer spezifischen Aktivitat der ETK von 0,3 U/mg bzw. einer
Aktivitdt von 1,8 U/mL. Die E. coli C43(DE3) pIT2cyp154C5 pACYCcamAB-Zelldichte in den Reaktionsansatzen betrug jeweils
ODggo = 20, entsprechend einer Konzentration von CYP154C5 von 0,5 uM und einer spezifischen Aktivitat der ETK von 1,4
U/mg bzw. einer Aktivitat von 1,1 U/mL.

Um auch unter Berticksichtigung all dieser Faktoren nachzuweisen, dass der Substratumsatz durch
Coexpression von B-Cinnamomin verbessert werden kann, wurde eine weitere Reihe Ganzzellbio-
transformationen aller sechs Substrate durchgefiihrt. Dazu wurden die Reaktionen mit coexprimier-
tem B-Cinnamomin gleichzeitig mit Kontrollen mit gleicher Zelldichte und mit Kontrollen mit dhnli-
cher CYP154C5-Konzentration verglichen. E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB und E. coli
C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB pET-28a(+)MalEssCinHis wurden erneut exprimiert und die
Konzentration der P450 Monooxygenase und die spezifische Aktivitat der ETK bestimmt. Flr jedes
der sechs Substrate wurden je drei Reaktionen mit coexprimiertem B-Cinnamomin mit einer Zelldich-
te von ODggo = 40 (0,73 uM CYP154C5, 2,7 U/mL Aktivitit sowie 0,5 U/mg spezifischer Aktivitat der
ETK) in 1 mL 50 mM Kaliumphosphatpuffer mit 30 mM Glucose angesetzt und bei 30 °C inkubiert. Die
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Substrate wurden, mit Ausnahme von Pregnenolon, in einer Konzentration von 2 mM eingesetzt.
Pregnenolon wurde wie zuvor in einer Konzentration von 1 mM eingesetzt. Zur Kontrolle mit dhnli-
cher P450 Konzentration wurden pro Substrat jeweils drei Reaktionen mit E. coli CA3(DE3)
pIT2cyp154C5 pACYCcamAB-Zellen mit einer ODgyo von 15 (0,75 uM CYP154C5, 3,7 U/mL Aktivitat
sowie 2,4 U/mg spezifischer Aktivitat der ETK) hergestellt. Zur Kontrolle mit gleicher Zelldichte wur-
den pro Substrat je drei Reaktionen mit einer ODggo von 40 (2,0 uM CYP154C5, 10,0 U/mL Aktivitat
sowie 2,4 U/mg spezifischer Aktivitdt der ETK) durchgefiihrt. Weil die Substrate unterschiedlich
schnell umgesetzt werden, wurden die Reaktionsansatze zu unterschiedlichen Zeiten extrahiert. Pro-
gesteron und Pregnenolon wurden nach 2 h, Testosteron und Dehydroepiandrosteron nach 3 h und
Androstendion und Nandrolon nach 5 h Reaktionszeit extrahiert. AnschlieBend wurden die Extrakte
aufgearbeitet und mittels GC bzw. HPLC analysiert. In Abbildung 49 sind die erhaltenen Umsatze fir

die verschiedenen Steroidsubstate aufgetragen.
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Abbildung 49. Vergleich der Umsatze der Ganzzellbiokatalysen von 1 mM Pregnenolon (1) und je 2 mM Testosteron (2),
Progesteron (3), Dehydroepiandrosteron (4), Androstendion (5) und Nandrolon (6). Reaktionszeiten: 1 (2 h), 2 (3 h), 3 (2 h),
4 (3 h), 5 (5 h), 6 (5h). +Cin: Reaktionen mit Zellen mit coexprimiertem B-Cinnamomin (ODgyo = 40, 0,7 uM CYP154CS5, 2,7
U/mL ETK Aktivitat). -Cin, gleiche OD: Reaktionen mit Zellen ohne Elicitin bei gleicher ODgy wie Zellen mit coexprimiertem
B-Cinnamomin (ODggo = 40, 2,0 uM CYP154C5, 10,0 U/mL Aktivitat). -Cin, gleiche [P450]: Reaktionen mit Zellen ohne Elicitin
bei gleicher CYP154C5 Konzentration (ODgyg = 15, 0,8 UM CYP154C5, 3,7 U/mL Aktivitat).

Im Diagramm in Abbildung 49 ist zu erkennen, dass die Umsatze aller Substrate der Ganzzellbiokata-
lysen mit coexprimiertem Elicitin im Vergleich zu den Kontrollen mit ODgy = 15 und einer dhnlichen
P450-Konzentration signifikant hoher waren. Selbst im Vergleich mit den Kontrollen mit gleicher Zell-

dichte (ODgy = 40) wurden, durch die Coexpression von B-Cinnamomin, fiir finf der sechs Substrate
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fast so hohe Umsatze erzielt, wie mit den Kontrollen, obwohl diese eine mehr als doppelt so hohe
CYP154C5-Konzentration und eine mehr als dreimal so hohe Aktivitat der ETK besalRen. Pregnenolon
wurde mit coexprimiertem B-Cinnamomin sogar fast doppelt so gut umgesetzt, wie in der Kontrolle
ohne Elicitin. In Abbildung 50 ist das Verhiltnis der umgesetzten Menge Substrat (in umol) pro umol
CYP154C5 aufgetragen, um die Ergebnisse unabhangig von der Zelldichte und der eingesetzten Men-

ge P450 vergleichen zu kdnnen.
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3000 - O -Cin, gleiche OD
O-Cin, gleiche [P450]
2500 A

2000
1500
1000 N
500 I I
0 - T T T T
1 2 3 4 5

Abbildung 50. Vergleich der umgesetzten Menge Substrat pro pmol CYP154C5 der Ganzzellbiokatalysen von 1 mM Pregne-
nolon (1) und je 2 mM Testosteron (2), Progesteron (3), Dehydroepiandrosteron (4), Androstendion (5) und Nandrolon (6).
Reaktionszeiten: 1 (2 h), 2 (3 h), 3 (2 h), 4 (3 h), 5 (5 h), 6 (5h). +Cin: Reaktionen mit Zellen mit coexprimiertem B-Cin-
namomin (ODgg = 40, 0,7 pM CYP154C5, 2,7 U/mL ETK Aktivitét). -Cin, gleiche OD: Reaktionen mit Zellen ohne Elicitin bei
gleicher ODgyy Wie Zellen mit coexprimiertem B-Cinnamomin (ODggo = 40, 2,0 uM CYP154C5, 10,0 U/mL Aktivitat). -Cin,
gleiche [P450]: Reaktionen mit Zellen ohne Elicitin bei gleicher CYP154C5 Konzentration (ODgy = 15, 0,8 uM CYP154C5, 3,7
U/mL Aktivitat).

Ahnlich wie in dem Diagramm in Abbildung 49 ist im Diagramm in Abbildung 50 gut zu erkennen,
dass der Substratumsatz durch die Coexpression B-Cinnamomins wesentlich verbessert werden
konnte. In beiden Kontrollen wurden von allen Steroiden auBer von Progesteron eine dhnliche Men-
ge Substrat pro umol CYP154C5 umgesetzt, von Progesteron wurde in der Kontrolle mit gleicher Zell-
dichte (ODgg = 40) etwa doppelt so viel Substrat pro pmol P450 Monooxygenase umgesetzt, wie in
der Kontrolle mit ODgy = 15. Eindeutig hoher als in allen Kontrollansatze lag die umgesetzte Menge
Substrat pro eingesetzter Menge P450 jedoch in den Ganzzellbiotransformationen mit coexprimier-
tem B-Cinnamomin. Durch die Zellen mit dem coexprimiertem Elicitin wurde, im Vergleich mit den
Kontrollen, wesentlich mehr Substrat pro pumol CYP154C5 umgesetzt, je nach Steroid zwischen 2- und

5-mal. Unter Berlicksichtigung der Elektronentransferkomponentenaktivitat, die in beiden Kontrollen
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ohne Elicitin héher lag, fallt der Unterschied sogar noch grofRer aus. Somit konnte schlieBlich eindeu-
tig nachgewiesen werden, dass der Substratumsatz der hydrophoben Steroidsubstrate in der Ganz-
zellbiokatalyse mit rekombinanten E. coli durch Einsatz von B-Cinnamomin signifikant verbessert

werden kann.

2.4.4 Ganzzellbiokatalysen mit Zusatz von 100 uM -Cryptogein

Um den Effekt eines weiteren Elicitins auf den Substratumsatz der Steroide in Ganzzellbiokatalysen
zu testen, wurde der Umsatz der vier Substrate Pregnenolon, Testosteron, Progesteron und Dehyd-
roepiandrosteron auch mit Zusatz von aufgereinigtem B-Cryptogein durchgefiihrt. Die Reaktionen
wurden in einem Volumen von 1 mL in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,5 mit E. coli CA3(DE3)
pIT2cyp154C5 pACYCcamAB-Zellen in einer Zelldichte von ODgy = 20 (entsprechend einer CYP154C5-
Konzentration von 0,5 uM und einer spezifischen Aktivitat der ETK von 1,4 U/mg), 30 mM Glucose,
100 uM B-Cryptogein und Substrat durchgefiihrt. Die verwendete B-Cryptogeinstammldsung (Expres-
sion und Aufreinigung siehe Abschnitt 2.2.3.4.2) besaR eine Konzentration von 429 uM. Abgesehen
von Pregnenolon, das in 1 mM eingesetzt wurde, wurden die Substrate alle mit 2 mM eingesetzt.
Jeweils drei Reaktionsansatze wurden fir 6 h bei 30 °C inkubiert, extrahiert und mittels GC bzw. HPLC
analysiert. Zur Kontrolle wurden pro Substrat je drei Ganzzellbiokatalysen ohne Zugabe von B-

Cryptogein durchgefiihrt. In Abbildung 51 sind die ermittelten Umsatze aufgetragen.
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Abbildung 51. Umsatz von 1 mM Pregnenolon (1) und je von 2 mM Testosteron (2), Progesteron (3), Dehydroepiandroste-
ron (4), mit (+Cry) und ohne (-Cry) Zusatz von 100 uM B-Cryptogein in Ganzzellbiokatalysen mit ruhenden Zellen von E. coli
C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB. Die Zelldichte in den Reaktionsansdtzen betrug jeweils ODgy = 20 entsprechend
einer Konzentration von CYP154C5 von 0,5 uM und einer spezifischen Aktivitat der ETK von 1,4 U/mg.
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Das Diagramm zeigt eindeutig, dass durch den Zusatz von 100 uM B-Cryptogein fiir drei der Substrate
keine Verbesserung des Umsatzes der vier Substrate in Ganzzellbiokatalysen erzielt werden konnte.
Im Gegenteil fiel der Umsatz von Pregnenolon, Testosteron und Dehydroepiandrosteron sogar ge-
ringfligig schlechter aus, als in den Kontrollen ohne Elicitin. Nur fiir Progesteron konnte eine minima-

le Steigerung des Umsatzes festgestellt werden.
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3 Diskussion

3.1 Expression und Proteinaufreinigung

3.1.1 Cytoplasmatische Expression in Escherichia coli

Ziel dieser Arbeit war es zunachst, die |6sliche Expression der Elicitine in E. coli zu etablieren. Als ers-
tes wurde dazu die cytoplasmatische Expression von a-Capsicein, a-Megaspermin, B-Cinnamomin
und B-Cryptogein in E. coli getestet. Die Expression wurde dafiir mit den Plasmiden pET-28a(+) und
pPBADN in den E. coli SHuffle®-Stammen T7 und T7 Express der Firma New England BiolLabs® Inc. un-
tersucht. Da die Expression von Disulfidbriicken-haltigen Proteinen im Cytoplasma von E. coli ein
relativ grofRes Problem dargestellt [9], wurden Stamme verwendet, die fir die Expression von Disul-
fidbrickenproteinen in E. coli optimiert wurden. Die beiden verwendeten SHuffle®-Stamme sind TrxB
und Gor-defizient und exprimieren zusatzlich im Cytoplasma konstitutiv eine chromosomale Kopie
der Disulfidbriickenisomerase DsbC, welche zur korrekten Bildung von Disulfidbriicken beitragt.
Durch den knockout von TrxB und Gor werden die Cysteine der gebildeten Disulfidbriicken nicht

mehr so schnell reduziert.

Letztendlich konnte aber mit keinem der beiden Plasmide, weder durch Variation der Induktorkon-
zentration, der Expressionszeit oder -temperatur, noch durch Expression mit und ohne His-tag, die
|6sliche Expression eines Elicitins im Cytoplasma der beiden SHuffle®-Stamme erreicht werden. Ins-
gesamt wurden allerdings sehr hohe Expressionsniveaus von unldslich gebildeten Elicitinen erzielt.
Eine mogliche Erklarung hierfiir kdnnte ein hohes Expressionslevel gewesen sein, da vor allem mit
pET-28a(+), das einen starken T7-Promotor besitzt [8], sehr viel Elicitin in inclusion bodies Gberexpri-
miert wurde. Falls die exprimierten Proteine nicht schnell genug gefaltet werden konnten, hatte die
Expression der Elicitine daher in der Bildung von inclusion bodies resultiert. Diese Erklarung kann
jedoch vermutlich ausgeschlossen werden, weil die meisten Methoden, die Faltung der Elicitine zu
unterstitzen, in dieser Arbeit genutzt worden sind. Da es sich bei den Elicitinen auch um sehr kleine
Proteine (< 100 Aminosduren) handelt, sollte die restliche Faltung relativ problemlos ablaufen, so-
bald die Disulfidbriicken korrekt gebildet werden. Aus diesem Grund ist die Expression der Elicitine,
trotz der optimierten Stamme und der variierenden Expressionsparameter, mit hoher Wahrschein-

lichkeit an den Disulfidbriicken gescheitert.

Um die cytoplasmatische Expression trotzdem zu ermoglichen, hatte noch die Coexpression von
Chaperonen wie beispielsweise DnaK-Dnal-GrpE, dem trigger factor (TF) oder GroEL-GroES getestet
werden kénnen. Bei all diesen Chaperonen handelt es sich um E. coli-Hitzeschockproteine, die in
Stresssituationen die Faltung von wichtigen Proteinen, teils unter ATP-Verbrauch, beglinstigen und

gewadhrleisten sollen [8,9]. Eine weitere Moglichkeit ware die Induktion der Expression der T7-
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Polymerase mit IPTG-Konzentrationen unter 100 uM, um so das gesamte Expressionsniveau zu sen-
ken [9]. Man hatte auch versuchen kdnnen, die Expression bei Temperaturen unter 15 °C mit einem
Kalte-induzierbaren Promotor, wie dem des E. coli Kalteschockgens cspA, zu testen [9]. All diese Me-
thoden haben jedoch gemein, dass sie zwar die Faltung der Proteine verbessern, aber nicht spezifisch
die korrekte Bildung der Disulfidbriicken foérdern. Da das Hauptproblem die Disulfidbriicken zu sein
schienen und mit DsbC bereits eines der entscheidenden Chaperone fir die Faltung von Disulfidbri-
cken coexprimiert wurde, hatten auch weitere Tests wahrscheinlich zu keinem besseren Ergebnis

geflhrt.

Als nachstes wurde die Rickfaltung von B-Cinnamomin aus den inclusion bodies getestet, da das Elici-
tin zumindest in inclusion bodies in groen Mengen exprimiert werden konnten. Trotz Optimierung
der Parameter konnte allerdings lediglich eine geringe Ausbeute von maximal 2,5 mg I6slichem j-
Cinnamomin pro Liter Kulturmedium gewonnen werden. Damit liegt die Ausbeute deutlich unter
denen der Expressionen in P. pastoris und ist héchstens mit den schlechteren Expressionen der Phy-

tophthora-Stamme vergleichbar [5,14,17,82,98].

Theoretisch hatten noch viele weitere Parameter, wie eine separate Isolierung der inclusion bodies,
Guanidiniumchlorid statt Harnstoff im Resolubilisierungspuffer, unterschiedliche Driicke, variierende
Proteinkonzentrationen, weitere Temperaturen, chemische Zusatze wie L-Arginin, Glycerin, Polyethy-
lenglycol oder sogar Chaperone im Riickfaltungspuffer, getestet werden konnen [11,44,95,112]. Auch
eine Rickfaltung B-Cinnamomins immobilisiert Gber den His-tag auf einer Ni-Sepharosesaule, die
Ruckfaltung durch GroRenausschlusschromatographie (SEC), eine Matrix-assoziierte Riickfaltung,
hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) oder sogar eine Resolubilisierung B-Cinnamomins
mit milden Bedingungen unter Beibehaltung der nativ-dhnlichen Sekundarstruktur waren denkbar
gewesen [112]. Da aber, abgesehen von der geringen Ausbeute, mit Hilfe des DHE-Assays auch nicht
bestimmt werden konnte, ob und zu welchem Grad B-Cinnamomin korrekt zurlickgefaltet wurde,
sind auch keine weiteren Versuche zur Optimierung der Rickfaltung B-Cinnamomins unternommen

worden.

3.1.2 Konstitutive Expression in Pichia pastoris

Da B-Cinnamomin im Cytoplasma von E. coli nicht exprimiert werden konnte, wurde die Expression,
parallel zur periplasmatischen Expression in E. coli, auch in P. pastoris getestet, um ausreichend Elici-
tin fiir erste biokatalytische Tests zu gewinnen. P. pastoris wurde ausgewahlt, da die Hefe ein sehr
erfolgreiches Expressionssystem ist, welches im Gegensatz zu E. coli zur korrekten Bildung von Disul-
fidbriicken fahig ist [29] und bereits zuvor erfolgreich zur Expression von Elicitinen eingesetzt wurde
[33,82,97]. Auch B-Cinnamomin konnte schon erfolgreich mit dem pPIC9K-Plasmid mit Ausbeuten

von 48 bis 100 mg Protein pro Liter Kultur exprimiert werden [5,98]. In dieser Arbeit wurde die Ex-
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pression von B-Cinnamomin in P. pastoris X-33 mit pGAPZaA mit und ohne N-terminalen His-tag ge-
testet. pGAPZaA wurde gewahlt, da der konstitutive Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAP)-Promotor ahnlich hohe Expressionsniveaus wie der Alkoholoxidase (AOX1)-Promotor erreicht,
jedoch nicht mit Methanol induziert werden muss [29]. Zusatzlich bot sich die Sekretion B-Cinnamo-
mins in den Kulturiberstand an, da es auch in seinem natlrlichen Wirt sekretiert wird. Die Sekretion
bietet den Vorteil, dass die anschlieRende Aufreinigung wesentlich vereinfacht wird, weil P. pastoris
nur sehr wenig eigenes Protein in das Kulturmedium sekretiert [30,110]. Um eine gute Sekretion zu
erreichen, wurde das B-Cinnamomingen daher unmittelbar hinter die a-mating factor Signalsequenz

aus S. cerevisiae kloniert, die auf dem pGAPZaA-Plasmid enthalten ist.

Doch obwohl zuvor mehrere Elicitine erfolgreich in P. pastoris exprimiert werden konnten, wurde
weder mittels pGAPZaACin, noch mit pGAPZaAHisCin ausreichend l6sliches B-Cinnamomin expri-
miert, um es auf dem SDS-Gel erkennen zu kdnnen. Die Expression war so schwach, dass B-
Cinnamomin selbst nach Aufreinigung durch Kationenaustauschchromatographie nicht durch SDS-
PAGE nachgewiesen werden konnte. Da die Expression von B-Cinnamomin mit pPIC9K in P. pastoris
grundsatzlich funktionierte, knnen nur die unterschiedlich gewahlten Expressionsbedingungen, die
fir E. coli optimierte B-Cinnamomingensequenz, die Klone, die zur Expression ausgewahlt wurden,
oder die Art der Expression zum Scheitern der Expression gefiihrt haben. Einerseits erfolgte die Ex-
pression durch Archer et al. und Rodrigues et al. im Fermenter unter kontrollierten Bedingungen,
wahrend die Expression von P. pastoris X-33 pGAPZaACin und P. pastoris X-33 pGAPZaAHisCin im
Schiittelkolben ohne Kontrolle des pH-Wertes oder der Luftzufuhr durchgefiihrt wurde. Andererseits
wurde von jeder Variante jeweils nur ein Klon zur Expression getestet. Zur Identifizierung von P. pas-
toris-Stammen, in denen ein Plasmid mehrfach integriert wurde und die somit eine héhere Expressi-
on aufweisen [71], ist jedoch das ausgiebige Durchmustern von Transformanden notwendig. Der
Codongebrauch kdnnte eine weitere Rolle gespielt haben, da das B-Cinnamomingen von Archer et al.
fiir die Expression in P. pastoris, das synthetische Gen in dieser Arbeit aber fiir die Expression in E.
coli optimiert worden war. Der grofSte Unterschied und damit vermutlich das Hauptproblem der Ex-
pression in dieser Arbeit lag wahrscheinlich jedoch vor allen Dingen in der Art der Expression: konsti-
tutive Expression mit pGAPZaA in dieser Arbeit auf der einen Seite, induzierte Expression mit pPIC9K

in den Arbeiten von Archer et al. und Rodrigues et al. auf der anderen Seite.

Der Abbau von B-Cinnamomin durch Proteasen in P. pastoris kann hingegen ausgeschlossen werden.
Zwar hat in einigen anderen Fallen der Abbau heterolog exprimierter Proteine durch P.pastoris-
Proteasen ein Problem dargestellt [29,71], allerdings wurde in keiner der drei Publikation, in der die
Expression von B-Cinnamomin in P. pastoris beschrieben wurde, auf ein Schwierigkeiten in dieser
Richtung hingewiesen [5,97,98]. Desweiteren waren die diffusen Banden bei ca. 5 - 6 kDa auf fast

allen Gelen zu sehen, weshalb es sich sehr wahrscheinlich um Medienbestandteile und nicht um Ab-
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bauprodukte B-Cinnamomins gehandelt haben wird. Auch kénnen Probleme mit der Sekretion mit-
tels a-mating factor Signalsequenz oder der Faltung der Disulfidbriicken ausgeschlossen werden, da

beides zuvor erfolgreich durch Archer et al. und Rodrigues et al. gezeigt werden konnte.

Um B-Cinnamomin daher dennoch |6slich in P. pastoris zu exprimieren, ware die sinnvollste Mdglich-
keit gewesen, statt des konstitutiven pGAPZaA-Plasmids ein Expressionsplasmid mit induzierbarem
AOX1-Promotor zu verwenden und die Expressionsbedingungen an Rodrigues et al. [98] anzulehnen.
Ware auch dies gescheitert, hatte ein neues synthetisches Gen im Codongebrauch von P. pastoris
designt werden kdnnen. Weil B-Cinnamomin zu diesem Zeitpunkt aber bereits im Periplasma E. colis

[6slich exprimiert werden konnte, wurde die Expression in P. pastoris nicht weiter getestet.
3.1.3 Periplasmatische Expression in Escherichia coli

3.1.3.1 Expression von f-Cinnamomin

Da die Expression von B-Cinnamomin im Cytoplasma von E. coli wahrscheinlich an den drei konser-
vierten Disulfidbriicken scheiterte, wurde die Expression des Elicitins im Periplasma getestet. So wer-
den beispielsweise auch alle E. coli-eigenen Disulfidbriickenproteine in das Periplasma sekretiert,
weil hier Bedingungen herrschen, die die Faltung von Disulfidbriicken unterstiitzen [74]. Zur Sekreti-
on B-Cinnamomins ins Periplasma wurden insgesamt drei verschiedene Sekretionssignalsequenzen
getestet, welche die Sekretion Uber zwei verschiedene Sekretionswege erlauben. MalEss und PelBss
sind Sec-abhdngige Sekretionssignalsequenzen [42], Proteine mit einer DsbAss werden dagegen (iber
den SRP-abhangigen Sekretionsweg sekretiert [106]. Bevor jedoch die Ausbeute mit allen drei Sekre-
tionssignalsequenzen unter identischen Bedingungen verglichen wurde, wurden zunachst die Expres-
sion und Aufreinigung etabliert. Die Expression wurde mit den Plasmiden pET-22b(+) und pET-28a(+)
in den E. coli-Stammen BL21(DE3) und C43(DE3) getestet. Erfolgreich konnte B-Cinnamomin schlieR-
lich nur in E. coli C43(DE3) l6slich exprimiert werden. Die Aufreinigung des Elicitins erfolgte tber ei-
nen C-terminalen His-tag, da sich die zunachst getestete Aufreinigung durch Isolierung der periplas-
matischen Fraktion, mit anschlieRender Kationenaustauschchromatographie, als problematisch her-

ausgestellt hatte.

Die I6sliche Expression der E. coli BL21(DE3)-Varianten scheiterte an dem starken Expressionsniveau
des Stammes, weil der Sec-Sekretionsapparat durch die schnelle Expression hoher Mengen rekombi-
nanten B-Cinnamomins iberfordert wurde. Dies flihrte dazu, dass das Elicitin in inclusion bodies agg-
regierte, statt ins Periplasma sekretiert und dort korrekt gefaltet zu werden [74]. Bestatigt wurde die
Annahme durch die erfolgreiche Expression in dem E. coli CA3(DE3)-Stamm. Dieser ist eine
BL21(DE3)-Variante, welche aufgrund von mindestens einer Mutation eine langsamere Expression
aufweist [77]. Die besten Expressionsergebnisse wurden im SchittelkolbenmaRstab erzielt. Keine der

Fermentationen im Rihrkesselreaktor konnte ein dhnlich gutes Ergebnis liefern. Da diese jedoch nur
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mit einem einzigen Satz Parameter (30 °C, 300 rpm, Begasung mit 5 L Luft pro Minute und pH 6,5)
durchgefiuhrt worden waren, sind die Fermentationsbedingungen nicht ausreichend optimiert wor-
den. Um geeignete Bedingungen zur Expression von B-Cinnamomin im Fermenter zu finden, miissten
daher weitere Expressionsbedingungen getestet werden. So konnten zum Beispiel Puertas und Bet-
ton durch Optimierung einer Hochzelldichtefermentation Proteinkonzentrationen von bis zu 470 mg
leech carboxypeptidase inhibitor pro Liter Kulturmedium erreichen [92]. Da die Ausbeuten im Schiit-
telkolben jedoch fiir die biokatalytischen Tests ausreichten, wurde die Expression im Fermenter nicht
weiter optimiert. Schlielllich wurde auch die Zusammensetzung des TB-Mediums ,optimiert”, da die
Verwendung von Pepton/Trypton und Hefeextrakt verschiedener Hersteller die reproduzierbare Ex-
pression von B-Cinnamomin sehr erschwerte. Weil je nach Hersteller (und teilweise sogar Charge)
Verarbeitungsweise und Ausgangsmaterialien variieren, unterscheidet sich auch jeweils die genaue
Zusammensetzung der Komponenten. Dies kann wiederum zu unterschiedlichen Wachstums- und
Expressionsraten flihren. Durch Bestimmung der besten Kombination zur Expression von -
Cinnamomin in E. coli konnte die Raum-Zeit-Ausbeute verschiedener B-Cinnamominexpressionen

annahernd vereinheitlicht werden.

Abgesehen von der Expression konnte auch die Aufreinigung von B-Cinnamomin erfolgreich opti-
miert werden, obwohl die Ausbeute der Aufreinigung durch Isolierung der periplasmatischen Frakti-
on mit anschlieBender Kationenaustauschchromatographie zunachst sehr niedrig ausfiel. Da bereits
in dem Umpufferungsschritt der isolierten periplasmatischen Fraktion durch Dialyse fast das gesamte
Elicitin prazipitierte, konnte somit fast kein Protein auf die Sdule geladen werden. Weil der pH des
Resolubilisierungspuffer jedoch lber dem isoelektrischen Punkt von B-Cinnamomin liegt, muss die
periplasmatische Fraktion fiir eine anschliefende Kationenaustauschchromatographie in einen Puffer
mit einem niedrigeren pH (< pH 6,5) umgepuffert werden. Da sich aufgereinigtes B-Cinnamomin
wahrend der spateren Lagerung als stabil erwies, kann die starke Prazipitation wahrend der Dialyse
vermutlich auf hydrophoben Wechselwirkungen B-Cinnamomins mit der Dialysemembran zurlickge-
flihrt werden. Um eine Dialyse der isolierten periplasmatischen Fraktion zu vermeiden, kdnnte der
Umpufferungsschritt daher beispielsweise mittels PD-10 Entsalzungssdulen durchgefiihrt werden.
Nachdem sich aber die Aufreinigung B-Cinnamomins durch Verwendung eines C-terminalen His-tag
in einem einzigen Schritt sehr erfolgreich durchfiihren lieR, machte dies die Optimierung der Proze-
dur zur Isolierung der periplasmatische Fraktion fiir die Kationenaustauschchromatographie Uber-

fllssig.

Nach der Optimierung der Expression und Aufreinigung von B-Cinnamomin wurde schlieflich die
Expression und Sekretion mit MalEss, DsbAss und PelBss verglichen. Durch die Verwendung der drei
Sekretionssignalsequenzen unter optimierten Expressionsbedingungen konnten Raum-Zeit-Ausbeu-

ten erzielt werden, die wesentlich Gber denen lagen, die durch Expression in P. cinnamomi erreicht
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werden konnten [14,17]. So lag die Raum-Zeit-Ausbeute der Expression mit DsbAss bei 0,30 mg Pro-
tein pro Liter und Stunde, mit PelBss bei 0,49 mg Protein pro Liter und Stunde und mit MalEss sogar
bei 0,65 mg Protein pro Liter und Stunde. Die Elicitinexpressionen in P. pastoris lagen zwar hoher als
die Expression mit der DsbAss, mit den beiden Sec-abhangigen Sekretionssignalsequenzen konnte
aber eine mindestens genau so hohe bzw. sogar hohere Raum-Zeit-Ausbeute erreicht werden, als in
P. pastoris [5,82]. Im Vergleich dazu erreichte nur die Expression von Rodrigues et al. [98] in P. pasto-
ris eine héhere Ausbeute als die periplasmatischen Expressionen in E. coli (siehe Abbildung 52). Die
beste Expression von E. coli CA3(DE3) pET-28a(+)MalEssCinHis im Rahmen der biokatalytischen Ver-
suche ergab schliefllich sogar eine Raum-Zeit-Ausbeute von 0,95 mg B-Cinnamomin pro Liter und

Stunde und erreichte damit fast die hochste in P. pastoris erzielte Ausbeute.

Raum-Zeit-Ausbeute [mg /L * h]
1,20 -

1,00 -

0,80 -

0,60 -

0,40 -

0,20 I
0,00 % .

DsbAss PelBss MaIEss 1 MalEss_2

Abbildung 52. Vergleich der Raum-Zeit-Ausbeuten der drei Vergleichsexpressionen in E. coli CA3(DE3) mit pET-
28a(+)MalEssCinHis (MalEss_1), pET-28a(+)DsbAssCinHis (DsbAss) und pET-28a(+)PelBssCinHis (PelBss) mit den Raum-Zeit-
Ausbeute der besten Expression von E. coli CA3(DE3) pET-28a(+)MalEssCinHis (MalEss_2), zwei Expressionen in P. cinna-
momi (Pcl: Billard et al. [14]; Pc2: Bonnet et al. [17]) und zwei Expressionen in P. pastoris (Ppl1: Archer et al. [5]; Pp2: Rodri-
gues et al. [98]).

Obwohl mit MalEss die hochste Ausbeute der Expressionen mit den drei Sekretionssignalsequenzen
in E. coli erzielt wurde, war sie die einzige Sekretionssignalsequenz, die nicht vollstandig abgespalten
wurde. Dies kann hauptsachlich, ebenso wie die gescheiterte Expression in E. coli BI21(DE3), auf die
Uberlastung der Sekretionsmaschinerie zuriickgefiihrt werden. Trotz Verwendung des C43(DE3)-
Stammes wird immer noch zu viel B-Cinnamomin zu schnell exprimiert, als dass es mittels der MalEss
problemlos ins Periplasma transportiert werden kénnte. Dementsprechend bildet der Uberschuss an

Protein inclusion bodies im Cytoplasma [74], was die zweite Bande in den Pelletfraktionen der SDS-
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Gele erklart. Die unvollstéandige Abspaltung der MalEss im Periplasma, auf welche die zweite Bande
in den Fraktionen des l6slichen Proteins in Abbildung 36 (siehe Abschnitt 2.2.3.3.7) hinweist, kann
durch die Sequenzen von B-Cinnamomin und die Sequenz der Sekretionssignalsequenz erklart wer-
den. Die Sequenzen eines Preproteins und seiner Sekretionssignalsequenz, insbesondere der polaren
C-terminalen Schnittstelle, spielen beide eine Rolle fiir die Effizienz der Abspaltung. Die Effizienz kann
sich daher von Sekretionssignalsequenz zu Sekretionssignalsequenz und von Protein zu Protein un-
terscheiden [74]. Da die Proteinaufreinigung im Anschluss an die Expression mittels C-terminalen His-
tags durchgefiihrt wurde, hatte das Preprotein mit der N-terminalen MalEss in hoher Konzentration
auf dem SDS-Gel nachweisbar gewesen sein mussen, wenn es in hohen Mengen vorgelegen hatte.
Weil diese Bande jedoch nur auf diesem einen Western Blot (vergleiche Abbildung 36) nachgewiesen
werden konnte und im Anschluss an alle anderen Aufreinigungen immer ausschlieflich vollstandig
prozessiertes B-Cinnamomin nachgewiesen werden konnte, scheint das Problem nur in sehr gerin-

gem Male aufgetreten zu sein.

Der Unterschied der Ausbeute der Expressionen mit den beiden Sec-abhangigen Sekretionssignalse-
guenzen ist ebenfalls auf die Aminosduresequenz der Sekretionssignalsequenzen zurickzufihren.
Sec-Sekretionssignalsequenzen bestehen aus drei kurzen Regionen. Die N-terminale Region beein-
flusst die Effizienz des Transports des Preproteins zum Translocon und die Bindung an die negativ
geladene Oberflache der Lipiddoppelschicht. Die Lange und Hydrophobizitdt der folgenden kurzen
hydrophoben Region entscheidet liber die Effizienz des eigentlichen Transports durch das Translocon
ins Periplasma. Gefolgt werden beide Regionen von der bereits angesprochenen polaren Schnittstel-
le. Je nach Beschaffenheit der drei Regionen wirken sich zwei verschiedene Sec-Sekretionssignalse-

quenzen daher entsprechend unterschiedlich auf die Sekretion ein und desselben Proteins aus [74].

Im Gegensatz zu dieser Arbeit konnten Puertas und Betton die hochste Ausbeute in der Expression
des LCI mit der DsbAss erzielen [92]. Die cotranslationale Sekretion mit DsbAss tiber den SRP-Weg ist
vor allem fiir Proteine von Vorteil, die sich rasch im Cytoplasma falten. Der Vorteil des posttransla-
tionalen Sec-abhadngigen Sekretionsweges hingegen liegt in einer schnelleren Sekretion, weil sie un-
abhangig von dem langsamen Prozess der Translation stattfinden kann [47]. Die besseren Ergebnisse
mit der MalEss und der PelBss weisen somit auf eine langsame Faltung B-Cinnamomins im Cytoplas-
ma von E. coli hin, weshalb hohere Ausbeuten mit den Sec-abhangigen Sekretionssignalsequenzen

erzielt werden konnten.

3.1.3.2 Expression von 3-Cryptogein
Im Anschluss an die Optimierung der Expressionsbedingungen von B-Cinnamomin sollte die Expressi-
on eines weiteren Elicitins unter optimierten Bedingungen getestet werden. Als nachstes wurde da-

her die periplasmatische Expression von B-Cryptogein, dem zweiten B-Elicitin, durchgefiihrt. Auch B-
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Cryptogein konnte exprimiert werden und es konnte eine Raum-Zeit-Ausbeute von 1,62 mg Protein
pro Stunde und Liter Kulturmedium fiir die Expression von E. coli C43(DE3) pET-28a(+)MalEssCryHis
erzielt werden. Dies stellt bezogen auf die beste Expression von E. coli CA3(DE3) pET-
28a(+)MalEssCinHis eine 1,7-fache hohere Ausbeute dar. In Bezug auf die erste Expression von -
Cryptogein in P. pastoris ist es eine 4,9-fache Steigerung [82], verglichen mit der besten Expression
eines Elicitins (B-Cinnamomin) in P. pastoris in der Literatur lag die Ausbeute 1,6-mal hoher [98]. Da
die Expressionsbedingungen der beiden B-Elicitine in E. coli identisch waren und der Codongebrauch
beider Gene gleichermalien fiir die Expression in E. coli optimiert worden war, kdnnen daher nur die
Unterschiede in der Proteinsequenz zur besseren Expression B-Cryptogeins gefiihrt haben. Die wahr-
scheinlichste Mdoglichkeit, weshalb B-Cryptogein das hdohere Expressionsniveau zeigte, ist, dass sich
B-Cryptogein, trotz der hohen Sequenzidentitit, vermutlich allgemein besser faltet als pB-

Cinnamomin.

Weil die Expressionsbedingungen zudem nur fir B-Cinnamomin und nicht fur B-Cryptogein optimiert
wurden, kann die Ausbeute vermutlich sogar noch weiter gesteigert werden, wenn die Bedingungen

fiir B-Cryptogein optimiert werden wirden.

3.1.3.3 Dehydroergosterolassay und Test der Sterolbindekapazitdt

Um die Funktionalitdat und Faltung des exprimierten B-Cinnamomins zu Uberpriifen, wurde der De-
hydroergosterolassay durchgefiihrt, sowie die Sterolbindekapazitat des Elicitins getestet. Der Dehyd-
roergosterolassay basiert auf der Methode von Mikes et al. [76], die zeigten, dass Dehydroergosterol
durch Elicitine besser gebunden wird, als durch eine unspezifische Negativkontrolle. Da Dehydroer-
gosterolmolekiile durch Wechselwirkung untereinander die eigene Fluoreszenz unterdriicken, kann
ein hoherer Anstieg der Fluoreszenz nachgewiesen werden, je besser die Molekiile durch ein Elicitin
gebunden werden. Allerdings lieferte der Dehydroergosterolassay in dieser Arbeit kein zufriedenstel-
lendes Ergebnis, da nach Messung verschiedener B-Cinnamominlésungen festgestellt wurde, dass die

Messwerte der einzelnen Versuche nicht verglichen werden konnten.

Zwar konnte fiir jede Losung nachgewiesen werden, dass B-Cinnamomin das fluoreszente Sterol bes-
ser band als die Negativkontrolle, allerdings konnte aufgrund der starken Schwankungen zwischen
den einzelnen Messungen kein Vergleich zwischen einzelnen Expressionen gezogen werden. Ein wei-
teres Problem bei der Durchfiihrung des DHE-Assays war auch der Zeitraum bis zum Start der Fluo-
reszenzmessung. Der interessanteste Teil des Assays, die Fluoreszenzzunahme direkt nach Zugabe
des Elicitins zum DHE, lauft bereits in den ersten 20 bis 30 s ab [75,76,113]. Bei dem in dieser Arbeit
zur Messung in Mikrotiterplatten eingesetzten Fluoreszenzspektrometer (Infinite® M-1000, Tecan)
beginnt die eigentliche Messung der Fluoreszenz jedoch erst ca. 20 s nach dem Start des Program-

mes. Zwar konnten mittels Mikrotiterplatten mehrere Reaktionen gleichzeitig gemessen werden,
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jedoch machten die geringen Volumina der Stammldsungen ein Pipettieren mit Multikanalpipetten
unmoglich. Dies flihrte zu weiteren Verzogerungen, wenn mehr als ein Reaktionsansatz gemessen
werden sollte. Die Beschaffenheit der DHE-Stammldsung war ein weiteres Problem. Da sie in Ethanol
hergestellt werden musste und nur recht kleine Volumina zu pipettieren waren, kann nicht sicherge-
stellt werden, dass immer exakt die gleiche Menge DHE zu jedem Ansatz gegeben wurde. Das grofite
Problem war jedoch, dass keine Positivkontrolle zur Verfligung stand, und die Sterolbindefahigkeit
der getesteten Chargen daher nicht einmal grob abgeschatzt werden konnte. Durch die stark
schwankenden Werte auch innerhalb einzelner Messreihen wurde der Vergleich der unterschiedli-
chen Losungen somit unmoglich. Auch die Literatur bietet keine Moglichkeit zum Vergleich. Zum
einen schwanken auch in den Publikationen die Verhaltnisse der Fluoreszenzen der einzelnen gemes-
senen Komponenten von Publikation zu Publikation zueinander (z.B. das Verhéltnis der Fluoreszenz
von B-Cryptogein zu der Fluoreszenz von BSA) [75,76,113]. Zum anderen wurde der Assay bislang fiir

B-Cinnamomin noch nicht durchgefiihrt, weshalb auch keine Werte zum Vergleich bereit standen.

Erst durch den Test der Bindekapazitat des Elicitins flir Progesteron konnte die Funktionalitat des in
E. coli exprimierten B-Cinnamomins quantifizierbar nachgewiesen werden. Weil der ermittelte Bin-
dungskoeffizient von 0,95 ziemlich genau mit der in der Literatur angegeben Anzahl an Bindungsstel-
len der Elicitine fur Sterole (eine Bindestelle fir ein Sterolmolekil pro Molekl Elicitin) Gibereinstimmt
[75,76], kann von einer fast 100 %-igen Funktionalitdt des Proteins ausgegangen werden. Durch den
erfolgreichen Nachweis kann somit sehr wahrscheinlich auch auf die korrekte Faltung des Proteins

geschlossen werden, da sonst ein niedrigerer Koeffizient zu erwarten gewesen waére.

3.2 Rationales Proteindesign und Expression der Doppelmutanten

Wie bereits mehrfach angesprochen, enthdlt B-Cinnamomin ebenso wie alle anderen Elicitine drei
konservierte Disulfidbriicken (siehe Abbildung 53). Da die Expression heterologer Proteine mit meh-
reren Disulfidbriicken in E. coli deutlich erschwert ist, wurde daher versucht, die Expression von B-
Cinnamomin durch Verringerung der Anzahl der vorhandenen Disulfidbriicken zu verbessern. Mit
Hilfe des Plug-ins FoldX der Software YASARA wurden zunachst die AAG-Werte fir alle moglichen
Aminosaureaustausche berechnet, um die zwei Cysteine jeweils einer der drei Disulfidbriicken zu
ersetzen. Als Ergebnis wurden die vier energetisch sinnvollsten und somit theoretisch stabilsten
Doppelmutanten (C3M/C71S, C3M/C71N, C27M/C56A und C51M/C95L) ausgewahlt und durch orts-

spezifische Mutagenese generiert.

Obwohl die ersten drei Doppelmutanten in inclusion bodies exprimiert werden konnten, wurden nur
fir eine einzige (C3M/C71N) geringe Mengen an l6slichem Protein erhalten. Das Gesamtexpressions-
niveau der drei Mutanten lag jedoch auch in inclusion bodies deutlich unter dem des Wildtyps. Die

vierte Doppelmutante (C51M/C95L) lieR sich dagegen fast gar nicht, auch nicht in inclusion bodies,
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exprimieren. Somit konnte flir keine der vier Doppelmutanten eine Verbesserung der Expression
nachgewiesen werden. Daraus muss geschlossen werden, dass die drei Disulfidverbindungen schein-
bar essentiell flr die korrekte Faltung des Elicitins sind. Die drei Disulfidbricken in B-Cinnamomin
verbinden und fixieren den N-Terminus mit dem B-Faltblatt, a-Helix 2 mit a-Helix 4 und a-Helix 3 mit
a-Helix 6. So stabilisieren sie die einzigartige Tertidrstruktur der Elicitine. Die Eliminierung bereits
einer der drei Disulfidbriicken, ohne fiir einen ausreichend stabilisierenden Ersatz zu sorgen, fiihrte
daher zur falschen Faltung des Proteins. Insbesondere fiir die Eliminierung der dritten Disulfidbriicke
(C51/C95) konnten durch FoldX nur verhiltnismaRig hohe AAG-Werte, gleichzusetzen mit einer ge-
ringen Stabilitat, berechnet werden. Deshalb ist es auch nicht Gberraschend, dass fiir die Doppelmu-
tante C51M/C95L nahezu keinerlei Expression nachgewiesen werden konnte. Durch die Eliminierung
der dritten Disulfidbriicke waren die a-Helices 3 und 6 nicht mehr stabil miteinander verbunden, so

dass sich der C-Terminus frei bewegen konnte.

Abbildung 53. Disulfidbricken in B-Cinnamomin (PDB: 2aib). Die Disulfidbriicken sind in ,,ball & stick“-Darstellung in magen-
ta und durch Bezifferung (1, 2, 3) gekennzeichnet. Dargestellt ist B-Cinnamomin mit den drei Disulfidbriicken Cys3-Cys71
(1), Cys27-Cys56 (2) und Cys51-Cys95 (3). a 1 - a 6: a-Helices 1 - 6.

Die kaum vorhandene l6sliche Expression, aber auch die deutlich reduzierte Expression in unloslicher
Form, weisen auf proteolytischen Verdau der gebildeten Proteine durch E. coli Proteasen hin. Im Fall
von Faltungsproblemen aggregieren Proteine normalerweise und werden in inclusion bodies eingela-
gert [9]. Somit hatten theoretisch mehr inclusion bodies auf den SDS-Gelen zu sehen sein missen.
Stattdessen wurde aber wesentlich weniger unldsliches B-Cinnamomin nachgewiesen als beim Wild-
typ. Sehr wahrscheinlich wurde daher ein Teil des unvollstandig und falsch gefalteten Proteins wie-
der abgebaut, bevor es in Form von inclusion bodies aggregieren konnte. Das Hauptproblem bei der

Berechnung der Doppelmutanten lag vermutlich an dem verwendeten Programm selbst, weil FoldX
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das Proteinriickgrat als statisch betrachtet und die Molekildynamik somit vollstandig auller Acht
lasst. Stattdessen wurden die Cysteine in dem durchgefiihrten Versuch durch FoldX lediglich durch
die Aminosduren ausgetauscht, die in ihrer eigenen unmittelbaren Umgebung am energetisch sinn-
vollsten waren. Ware die Molekiildynamik in die Berechnungen mit einbezogen worden, ware ver-
mutlich sofort aufgefallen, dass das Protein durch die berechneten Aminosdureaustausche seine
korrekte Struktur verliert. Derartige Berechnungen unter Berlcksichtigung der Molekiildynamik sind
jedoch deutlich aufwendiger, vor allem im Hinblick auf die bendtigte Rechenleistung. Bei einem er-
neuten Versuch, eine der Disulfidbricken zu eliminieren, ware zum Beispiel der Austausch gegen
eine Salzbriicke denkbar, um so den Verlust der kovalenten Bindung zumindest etwas zu kompensie-

ren und ein gewisses MaR an Stabilitat zurlickzugewinnen.
3.3 Biokatalyse

3.3.1 Ganzzellbiokatalyse mit Zusatz von g-Cinnamomin

Das Hauptziel dieser Arbeit war der Nachweis der Verbesserung der Umsatze hydrophober Substrate
in Ganzzellbiokatalysen durch den Einsatz von Elicitinen. Dies sollte anhand des Beispiels der Hydro-
xylierung von sechs Steroidsubstraten (Pregnenolon, Testosteron, Progesteron, Dehydroepiandroste-
ron, Androstendion und Nandrolon) in Ganzzellbiokatalysen mit E. coli-Zellen gezeigt werden, die die
P450 Monooxygenase CYP154C5 und die Elektronentransferkomponenten Pdx und PdR coexprimie-
ren. Durch den Zusatz unterschiedlicher Konzentrationen an B-Cinnamomin konnte gezeigt werden,
dass durch Elicitinzugabe signifikant héhere Umséatze erzielt werden kénnen als in den Kontrollen.
Somit scheint das Elicitin die Aufnahme der Steroide in die E. coli Zellen zu verbessern. In Vorversu-
chen mit Pregnenolon und Testosteron wurden dabei zunachst die Prozessparameter und die Durch-
fliihrung der Ganzzellbiokatalysen optimiert. Mit der optimierten Versuchsfiihrung konnte anschlie-
Rend fir die vier Steroide Pregnenolon, Testosteron, Progesteron und Dehydroepiandrosteron re-
produzierbar eine deutliche Verbesserung des Substratumsatzes nachgewiesen werden. In Abbildung
54 ist das Verhaltnis der Umsdtze mit B-Cinnamomin im Vergleich zu den Umsatzen der Kontrollen
ohne Elicitin aufgetragen. Fir die beiden anderen Substrate, Androstendion und Nandrolon, konnte
dagegen keine Verbesserung des Substratumsatzes durch Zusatz von B-Cinnamomin nachgewiesen

werden.

Im Diagramm in Abbildung 54 ist das Verhaltnis der erzielten Umsatze in Reaktionen von Pregneno-
lon, Testosteron, Progesteron und Dehydroepiandrosteron zu den erhaltenen Umsatzen der Kontroll-
reaktionen aufgetragen. Deutlich ist zu erkennen, dass fiir die Reaktionen von Testosteron und De-
hydroepiandrosteron mit Zusatz von 200 uM B-Cinnamomin eine geringere Verbesserung des Umsat-
zes pro eingesetzter Menge Elicitin im Vergleich zu den Ganzzellbiokatalysen mit Zusatz von 100 uM

Elicitin zu erkennen war. Fiir Pregnenolon wurde der Substratumsatz unabhangig vom Gesamtumsatz
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trotz unterschiedlicher Elicitinkonzentrationen sogar nur gleich gut verbessert. AusschlieBlich fur
Progesteron war die relative Umsatzerhohung durch doppelt so viel Elicitin auch tatsachlich ca. dop-
pelt so hoch. Weil der Substratumsatz der meisten Substrate durch den Einsatz der doppelt so hohen
Elicitinkonzentration kaum weiter verbessert wurde, als durch 100 uM B-Cinnamomin, ware es mog-
lich gewesen, dass der Substratumsatz nicht mehr durch die Substrataufnahme in die Zelle, sondern
durch die Limitierung des Transports innerhalb der Zelle oder durch die CYP154C5-Konzentration
limitiert wurde. Wenn durch einen bestehenden Engpass im intrazellularen Substrattransport nur
eine gewisse Menge Substrat in einem gewissen Zeitraum transportiert werden konnte, hatte ein
noch schnellerer Transport in die Zelle nur wenig zu einem verbesserten Umsatz beigetragen. Ebenso
wenig hatte eine noch schneller stattfindende Substrataufnahme zu einer besseren Ausbeute ge-
fihrt, wenn die Kapazitat der P450 Monooxygenase erschopft gewesen ware. Ware die Substratlimi-
tierung aufgrund der Zellwand daher bereits durch 100 uM B-Cinnamomin auf ein Minimum redu-
ziert worden, ware auch dann nicht wesentlich mehr Substrat umgesetzt worden, wenn mehr Elicitin

auBerhalb der Zellen eingesetzt worden ware.

Relative Erhéhung des Substratumsatzes @ +100 puM Cin
2,00 @ +200 uM Cin
1,80 ~
1,60 -
1,40 -
1,20 ~
1,00 ~
0,80 A
0,60 -
0,40 A
0,20 A

1,20 1,89 1,38 1,24
0,00 - T T "

Abbildung 54. Relative Erhéhung des Substratumsatzes durch Zusatz von B-Cinnamomin in Ganzzellbiokatalysen von Preg-
nenolon (1), Testosteron (2), Progesteron (3) und Dehydroepiandrosteron (4) mit ruhenden Zellen von E. coli C43(DE3)
pIT2cyp154C5 pACYCcamAB. +100 uM Cin: Reaktionen mit Zusatz von 100 pM B-Cinnamomin. +200 uM Cin: Reaktionen mit
Zusatz von 200 uM B-Cinnamomin.

Das Ergebnis des ersten Versuchs mit Zusatz von 100 uM B-Cinnamomin lasst somit den Schluss zu,
dass einerseits eine Substratlimitierung vorhanden ist und dass sie andererseits durch den Zusatz von
B-Cinnamomin reduziert werden kann. Der zweite Versuch mit 200 uM B-Cinnamomin lasst sogar die

Vermutung zu, dass die Substratlimitierung aufgrund der LPS-Schicht, abhangig vom Substrat, viel-
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leicht sogar auf ein Minimum beschrankt werden konnte, so dass nur noch eine Substratlimitierung
durch den intrazelluldren Substrattransport oder die Konzentration der CYP154C5 eine Rolle gespielt
haben kénnten. Um diese Ergebnisse genauer zu untersuchen, missten weitere Versuche mit hohe-
rer B-Cinnamominkonzentration und unterschiedlichen CYP154C5-Konzentrationen durchgefiihrt
werden. Weshalb der Umsatz von Androstendion und Nandrolon durch Zugabe von B-Cinnamomin
nicht verbessert werden konnte, ist aufgrund der hohen strukturellen Ahnlichkeit mit den anderen
vier Steroiden nicht ohne Weiteres zu erkldaren. Moglicherweise werden beide Substrate wesentlich
schlechter durch B-Cinnamomin gebunden, weshalb weniger Substrat in die Zellen transportiert wur-

de.

Der exakte Einfluss des Elicitins auf die Aufnahme der einzelnen Substrate ldsst sich mit Hilfe der
ermittelten Umséatze jedoch nicht abschatzen und vergleichen, da nicht nur die Verringerung der
Substratlimitierung durch B-Cinnamomin eine Rolle spielt. Jedes der Substrate wird bereits von sich
aus unterschiedlich gut von den E. coli-Zellen aufgenommen und wird auch unterschiedlich gut bzw.
schnell durch die P450 Monooxygenase umgesetzt. Eine Moglichkeit, die Spezifitdt f-Cinnamomins
gegeniber den verschiedenen Substraten zu bestimmen, ware, den Test der Sterolbindekapazitat fur
alle sechs Substrate durchzufiihren. Dazu missten jedoch zunachst die Menge des eingesetzten Sub-
strats im Verhaltnis zu der Menge des Elicitins und die Inkubationszeit vor der Entfernung des tber-
schiissigen Steroids optimiert werden. Sonst kénnte es passieren, dass auch bei einer unspezifische-
ren und damit langsameren Bindung eines Substrats jedem Elicitinmolekiil ausreichend Zeit bleibt ein
Substratmolekiil zu binden. Die geeignetere Methode wadre die isotherme Titrationskalorimetrie
(ITC), eine quantitative biophysikalische Methode, mit deren Hilfe die Bindungsaffinitit K,, die Bin-
dungsenthalpie AH und die Bindungsstochiometrie n der beteiligten Teilchen einer untersuchten
Interaktion bestimmt werden kénnen [55]. Aber auch durch diese beiden Methoden kénnte nur die
Affinitat von B-Cinnamomin zur Bindung der einzelnen Steroide, aber nicht zum Transport in E. coli

bestimmt werden.

Neben dem Vergleich der Ganzzellbiokatalysen mit und ohne Zugabe von Cinnamomin, wobei die
Steroide jeweils als Stamml6sung in Methanol zugesetzt wurden, wurden weitere Reaktionen ohne
Elicitinzugabe, jedoch mit Steroid gelost in 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin durchgefiihrt. In
der Literatur konnte bereits gezeigt werden, dass Cyclodextrine einen positiven Effekt auf die Sub-
strataufnahme in Ganzzellbiokatalysen mit hydrophoben Substraten ausiiben kénnen [43]. Aus die-
sem Grund bestand auch in unserem Fall die Moglichkeit, dass Hydroxypropyl-B-cyclodextrin, wel-
ches standardmaRig zum Losen von Steroiden in wassrigen Medien eingesetzt wird, bereits die Auf-
nahme der Steroide in die E. coli Zellen verbessern konnte. Allerdings wurden in diesen Reaktionen

nur vergleichbare Umsédtze wie in den Reaktionen ohne Elicitin, mit Substrat geldst in Methanol, er-



BTN Diskussion

halten. Das Cyclodextrin verbesserte die Substrataufnahme der Steroide in den Ganzzellbiokatalysen

somit nicht.

Abgesehen von der Verbesserung des Substratumsatzes durch B-Cinnamomin fiel ein Riickgang des
Gesamtumsatzes aller sechs Substrate im Verlauf der Versuche auf. Dieser war aber weniger auf das
Elicitin als vielmehr auf die sinkende Aktivitat des Ganzzellbiokatalysators zuriickzufiihren. Um alle
Versuche mit denselben E. coli Zellen durchfiihren zu kdnnen, wurden diese (iber den gesamten Ver-
suchszeitraum bei -20 °C gelagert. Dadurch wurde moglicherweise die Aktivitat der P450 Monooxy-
genase bzw. der Redoxpartner Pdx und PdR mit der Zeit beeintrachtigt. Zwar prazipitierte auch ein
kleiner Teil des B-Cinnamomins wahrend der Lagerung bei 4 °C, jedoch gingen die Umsatze der Ganz-
zellbiokatalysen ohne Elicitin wahrend der Versuche im selben Male zurlick. Auch die Substrat-
stammlosungen in Methanol wurden Uber einen langeren Zeitraum gelagert, jedoch konnte durch
die parallel zu jedem Versuch angesetzten, extrahierten und gemessenen Substratstandards die Qua-
litat der Stammldsungen gewahrleistet werden. Daher war das Problem am wahrscheinlichsten auf
die sinkende Aktivitat der E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB-Zellen zurlickzufiihren. Um
dieses Problem zu umgehen, dirfte nicht die gleiche Charge an Zellen {iber einen langeren Zeitraum
verwendet werden. Stattdessen missten regelmaRig frische Zellen fiir die Ganzzellbiokatalyse expri-
miert werden. Allerdings ergibt sich hier das Problem, dass eine gleich hohe Ausbeute und damit
Aktivitat der P450 sowie der Redoxpartner von Expression zu Expression nicht gewahrleistet werden
kann. Damit wiirden sich automatisch ebenfalls Schwankungen in den erzielten Werten verschiede-

ner Versuche ergeben.

3.3.2 Ganzzellbiokatalyse mit Coexpression von f-Cinnamomin

Da der positive Einfluss des B-Cinnamomins auf die Ganzzellbiokatalyse mit ruhenden Zellen erfolg-
reich gezeigt werden konnte, wurde als nachstes die Coexpression des Elicitins mit CYP154C5, Pdx
und PdR im Ganzzellbiokatalysator getestet. Daflir wurden E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCca-
MAB pET-28a(+)MalEssCinHis-Zellen hergestellt und in Ganzzellbiokatalysen der sechs Steroide ein-
gesetzt. Durch Vergleichsreaktionen mit E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB ohne coexpri-
miertes B-Cinnamomin konnte dabei erfolgreich gezeigt werden, dass der Substratumsatz durch B-
Cinnamomincoexpression noch starker verbessert werden konnte, als durch bloRen Zusatz des auf-

gereinigten Proteins.

Alle vier Proteine konnten erfolgreich in E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB pET-
28a(+)MalEssCinHis exprimiert werden, allerdings war das Expressionslevel jedes einzelnen Proteins
geringer als in E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB. Zu erklaren war die schwachere Expres-
sion von CYP154C5, Pdx und PdR durch die Coexpression des vierten heterologen Proteins, B-

Cinnamomin. Weil insgesamt mehr Proteine exprimiert wurden, konnte durch die zusatzliche Belas-
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tung der Zellmaschinerie von jedem einzelnen nur weniger exprimiert werden als zuvor. Daher besa-
Ren die Zellen mit coexprimiertem B-Cinnamomin niedrige Werte von 4 ug CYP154C5 pro mg Total-
protein und 0,3 U/mg spezifischer Aktivitdt der Elektronentransferkomponenten (ETK), wahrend die
Kontrolle eine Ausbeute von 29 ug CYP154C5 pro mg Totalprotein und eine spezifische Aktivitat der
ETK von 1,4 U/mg aufwies. Auch das schwichere Wachstum der Zellen mit coexprimierten B-
Cinnamomin kann auf die Coexpression des Elicitins zuriickgefiihrt werden. Die Ausbeute an Elicitin
in den Coexpressionen wurde durch Western Bot analysiert. Die Bande des B-Cinnamomins auf dem
Western-Blot war zwar ziemlich dick, was auf eine sehr gute Expression schlieBen lasst, um aber eine
genaue Ausbeute zu erhalten, misste das Elicitin in einem weiteren Versuch durch immobilisierte

Metallionenaffinitatschromatographie aufgereinigt werden.

AnschlieBend wurden Reaktionen mit den hergestellten Ganzellbiokatalysatorzellen mit coexprimier-
tem B-Cinnamomin mit Kontrollen ohne Elicitin mit einer gleichen CYP154C5-Konzentration (0,5 uM)
verglichen. Zwar konnte fir alle eingesetzten Substrate (Pregnenolon, Testosteron, Progesteron und
Dehydroepiandrosteron) eine sogar noch deutlichere Steigerung des Umsatzes nachgewiesen wer-
den, als in den Versuchen mit zugesetztem aufgereinigtem B-Cinnamomin, allerdings musste ber{ick-
sichtigt werden, dass die Reaktionen mit coexprimiertem Elicitin und ihre Kontrollen ohne Elicitin
nicht ohne Weiteres miteinander verglichen werden konnten. Da sich das Expressionsniveau von
P450, Pdx und PdR unter Coexpression von 3-Cinnamomin von dem ohne Elicitincoexpression deut-
lich unterschied, musste in den Reaktionen mit B-Cinnamomin deutlich mehr Zellmaterial eingesetzt
werden, um die gleiche Konzentrationen an CYP154C5 zu erhalten. Da so einerseits zwar dieselbe
Menge P450, andererseits jedoch deutlich mehr Zellmaterial in den Reaktionen mit Elicitin eingesetzt
wurde, war die Konzentration der P450 Monooxygenase pro E. coli-Zelle daher in den Reaktionen mit
Elicitin niedriger, als in den Kontrollen ohne Elicitin. Aus diesem Grund koénnte sich wiederum die
Substratlimitierung weniger stark auf die Effizienz der Biokatalyse ausgewirkt haben, als in den Kont-
rollreaktionen, da in den Reaktionen mit coexprimiertem Elicitin bei gleicher P450-Konzentration
mehr Zelloberflache fir die Aufnahme der Steroide zur Verfligung stand. Da in den Reaktionen au-
Rerdem nur die P450-Konzentration oder die ETK-Aktivitdt fixiert werden konnte, war zudem die
Aktivitdt der ETK in den Reaktionsansédtzen mit coexprimiertem B-Cinnamomin héher (1,8 U/mL), als
in den Kontrollen (1,1 U/mL). Beide Punkte verbessern zusitzlich den Substratumsatz durch den
Ganzzellbiokatalysator mit coexprimiertem B-Cinnamomin, weshalb der héhere Substratumsatz nicht

allein auf das coexprimierte Elicitin zurlckgefihrt werden darf.

Ein weiterer Punkt, der durch eine unterschiedliche Zelldichte beeinflusst wird, sich jedoch negativ
auf dem Umsatz der Reaktionen mit coexprimiertem Elicitin ausgewirkt haben kénnte, ist der Sauer-
stoffeintrag. Da es sich bei der Hydroxylierung der Steroide durch CYP154C5 um eine sauerstoffab-

hangige Reaktion handelt, ist dieser ein weiterer wichtiger Faktor, der beim Vergleich der Ergebnisse
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bedacht werden muss. Baldwin und Woodley zeigten beispielsweise die Abhadngigkeit des Umsatzes
von Ketonen vom Sauerstoffeintrag in Korrelation mit der Zelldichte in Ganzzellbiokatalysen mit
Baeyer-Villiger Monooxygenasen [7]. Bis zu einer Konzentration von 2 g Zelltrockenmasse pro Liter
stieg die Reaktionsgeschwindigkeit linear mit steigender Zelldichte an, ab Zelltrockenmassen von
Uber 2 g pro Liter sank die Aktivitat jedoch stetig mit wachsender Zelldichte [7]. Aus diesem Grund
konnte sich die Zelldichte der Ganzzellbiokatalysen mit coexprimiertem B-Cinnamomin, im Vergleich
zu den Kontrollen, negativ auf die Reaktionsgeschwindigkeit ausgewirkt haben, wenn der Sauerstoff-

eintrag schlechter, als in den Reaktionen ohne Elicitin gewesen ware.

Um den positiven Einfluss von coexprimiertem B-Cinnamomin auf die Ganzzellbiokatalyse daher
zweifelsfrei nachweisen zu kdnnen, wurde ein weiterer Versuch mit allen sechs Steroidsubstraten
durchgefihrt, in dem Reaktionen mit coexprimiertem B-Cinnamomin mit zwei unterschiedlichen
Kontrollen verglichen wurden. Einerseits wurden die Reaktionen mit Elicitin mit einer Kontrolle ver-
glichen, die dieselbe Zelldichte besaR, andererseits mit einer Kontrolle, die eine ahnliche CYP154C5-
Konzentration besaR. Zusatzlich wurde darauf geachtet, dass diesmal die Kontrollen die bessere ETK-
Aktivitdt im Vergleich zu den Reaktionen mit Elicitin aufwiesen. In Abbildung 55 sind die Verhaltnisse
der erzielten Umséatze in Reaktionen aller sechs Substrate mit Zellen unter Elicitincoexpression im

Vergleich zu Kontrollreaktionen mit Zellen ohne B-Cinnamomin aufgetragen.

Relative Erhdhung des Substratumsatzes @ Kontrolle ¢(CYP154C5)
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Abbildung 55. Relative Erhéhung des Substratumsatzes von Pregnenolon (1), Testosteron (2), Progesteron (3), Dehydroe-
piandrosteron (4), Androstendion (5) und Nandrolon (6) in Reaktionen mit ruhenden Zellen von E. coli C43(DE3) pET-
28a(+)MalEssCinHis plT2cyp154C5 pACYCcamAB durch Coexpression von B-Cinnamomin mit CYP154C5, Pdx und PdR im
Vergleich zu Reaktionen ohne Elicitincoexpression. Kontrolle ¢(CYP154C5): Umsatzerhéhung bezogen auf Kontrollreaktio-
nen mit gleicher CYP154C5-Konzentration (0,73 uM). Kontrolle ,Zelldichte”: Umsatzerhéhung bezogen auf Kontrollreaktio-
nen mit gleicher Zelldichte an E. coli-Zellen (ODgg = 40).
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Wie in dem Diagramm zu erkennen ist, konnte in dem Versuch mit coexprimiertem B-Cinnamomin,
im Vergleich zu den Reaktionen ohne Elicitin mit gleicher P450 Monooxygenasenkonzentration, er-
neut eine héhere relative Umsatzerhohung nachgewiesen werden, als in den Versuchen, in denen B-
Cinnamomin extern zu den Reaktionsansadtzen zugegeben wurde (siehe Abbildung 54 im voran ge-
gangenen Abschnitt 3.3.1). So lagen die relativen Umsatzerhéhungen der Reaktionen mit coexpri-
miertem Elicitin (2,0 bis 4,6) fir alle Substrate deutlich hoher, als in den Versuchen mit dem extern
hinzugefiigten B-Cinnamomin (1,1 bis 1,9). Im Vergleich zu den Kontrollen mit gleicher Zelldichte
konnte der Umsatz fir alle Substrate, mit Ausnahme von Pregnenolon, durch Coexpression von B-
Cinnamomin trotz einer mehr als doppelt so hohen CYP154C5-Konzentration und einer mehr als
dreimal so hohen ETK-Aktivitdt der Kontrollen, auf ein dhnlich hohes Niveau verbessert werden. Fiir
Pregnenolon konnte im Vergleich zur Kontrolle ohne Elicitin sogar hier eine Steigerung des Umsatzes

nachgewiesen werden.

Auffallig ist, dass der Umsatz, im Vergleich zum Versuch mit dem hinzugefiigten B-Cinnamomin, nicht
nur insgesamt starker verbessert wurde, sondern dass in diesem Experiment sogar der Umsatz von
Androstendion und Nandrolon signifikant verbessert werden konnte. Allein durch den Zusatz des
aufgereinigten Elicitins konnte fiir beide Steroide zuvor keine Verbesserung nachgewiesen werden.
Dies ist insbesondere interessant, wenn man bedenkt, dass in dem Versuch mit dem zugesetzten
Elicitin eine sechs- bis siebenmal hohere P450-Konzentration pro E. coli-Zelle eingesetzt worden war
und der Einfluss des Elicitins im Coexpressionsversuchs, daher aufgrund der geringeren Substratlimi-
tierung, somit eigentlich sogar hatte kleiner werden miissen. Da die Umsatze aller sechs Substrate
durch die Coexpression B-Cinnamomins aber noch starker verbessert werden konnten, ist die Ver-
besserung des Umsatzes vermutlich nicht nur durch eine Verbesserung der Substrataufnahme zu

erklaren.

Eine mogliche Erklarung kénnte ein zuséatzlich schneller stattfindender Transport der Substrate in-
nerhalb der Zelle von der duBeren zur inneren Membran liefern. Weil B-Cinnamomin im Periplasma
exprimiert wurde und nicht nur, wie in dem Versuch zuvor, auRerhalb der Zelle vorlag, konnten die B-
Cinnamominmolekiile auch innerhalb der Zellen fiir einen schnelleren Transport der Steroide gesorgt
haben. Damit die Substrataufnahme durch die LPS-Schicht, wie auch zuvor, verbessert werden hatte
konnen, misste B-Cinnamomin zudem aus den Zellen heraus gelangt sein. Zum einen wurden die
Ganzzellbiokatalysezellen jedoch eingefroren und aufgetaut, weshalb sie zum Teil permeabilisiert
worden sein kdnnten, zum anderen wurde bereits zuvor gezeigt, dass kleine ins Periplasma sekretier-
te Proteine regelmaRig zum Teil in den Kulturiiberstand gelangen kdnnen [26,92]. Der stark verbes-
serte Substratumsatz kénnte somit moglicherweise auf eine Kombination aus einer verbesserten
Substrataufnahme durch die Zellwand und einem schnelleren Transport innerhalb der Zellen durch B-

Cinnamomin zuriickgefiihrt werden.
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Zweifelsfrei konnte jedoch nachgewiesen werden, dass der Umsatz der sechs getesteten Steroide in
den Ganzzellbiokatalysen mit E. coli durch die Coexpression von B-Cinnamomin mit der P450 Mono-
oxygenase und den ETK signifikant verbessert werden konnte. Da grundsatzlich auch alle anderen
gramnegativen Mikroorganismen Probleme mit der Substrataufnahme aufweisen, nicht nur E. coli
[25], ware es daher unter Umstanden denkbar, dass B-Cinnamomin auch genutzt werden kénnte, um
den Substratumsatz von Ganzzellbiokatalysen mit anderen gramnegativen Mikroorganismen zu ver-
bessern. So werden auBer E. coli eine Reihe weiterer gramnegativer Bakterien industriell zur Ganz-
zellbiokatalyse eingesetzt, wie zum Beispiel einige Pseudomonas sp., Agrobacterium sp., Erwinia sp.,
Klebsiella sp. oder einige Sphingomonas-Arten [52]. Auch die Verbesserung des Umsatzes von ande-
ren Substraten als Steroiden kénnte getestet werden. Osman et al. zeigten, dass Elicitine zum Bei-
spiel nicht nur Steroide, sondern auch Fettsduren binden kénnen, wenn auch mit einer geringeren
Affinitat [85]. Das Ergebnis zeigt, dass somit nicht nur der Substratumsatz von Steroiden, sondern

vielleicht auch von Fettsduren verbessert werden kénnte.

Zusammengefasst konnte erfolgreich gezeigt werden, dass die Verringerung der Substratlimitierung
durch Coexpression eines Transporterproteins in den Ganzzellbiokatalysatorzellen eine sehr effektive
Methode zur Verbesserung des Substratumsatzes in der Ganzzellbiokatalyse darstellt. Bestatigt wird
dies auch durch die kirzlich publizierten Ergebnisse von Julsing et al., die durch Coexpression des
Proteins AlkL aus Pseudomonas putida in Ganzzellbiokatalysen mit E. coli-Zellen die Oxygenierung

von Dodecansduremethylestern sogar um einen Faktor von 28 verbessern konnten [57].

3.3.3 Ganzzellbiokatalyse mit Zusatz von B-Cryptogein

Weil der Umsatz der Steroide durch B-Cinnamomin so deutlich verbessert werden konnte, wurde als
nachstes der Einfluss eines weiteren Elicitins auf die Ganzzellbiokatalyse durch CYP154C5 untersucht.
Auf diese Weise sollte untersucht werden, ob es sich bei der Verbesserung der Umsatze der Ganz-
zellbiokatalyse speziell um eine Fahigkeit B-Cinnamomins handelt oder ob auch andere Elicitine dazu
in der Lage sind. Hierfiir wurde der Umsatz von Pregnenolon, Testosteron, Progesteron und Dehyd-
roepiandrosteron mit Zusatz von 100 uM aufgereinigtem B-Cryptogein getestet und mit Kontrollen

ohne Elicitinzusatz verglichen.

Der Umsatz der Steroidsubstrate konnte jedoch mit Hilfe des B-Cryptogeins nicht verbessert werden.
Dies bestatigt die bereits zuvor in der Bachelorarbeit von Louisa Engel erhaltenen Ergebnisse zu
Ganzzellbiokatalysen mit E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB unter Zugabe von B-Cryptogein
[38]. Das Ergebnis ist insofern (iberraschend, da in der Literatur mehrfach gezeigt wurde, dass B-
Cryptogein ein guter Steroltransporter ist [75,76,113]. In unserem Fall scheint der Umsatz der Steroi-
de mit B-Cryptogein im Vergleich zu den Kontrollen ohne Elicitine eher etwas schlechter auszufallen.

Aufgrund der versuchsbedingten Schwankungen ist dies jedoch mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die
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Versuchsdurchfiihrung zurtickzufiihren. Flr Pregnenolon konnte zwar ein um 3,1 % hoherer Umsatz
gemessen werden, allerdings liegt dies noch im Bereich die Standardabweichung der Kontrolle
(2,9 %). Um zu verstehen, warum der Steroidumsatz mit -Cinnamomin, aber nicht mit B-Cryptogein
verbessert werden kann, miissen beide Proteine genauer miteinander verglichen werden. Beide Elici-
tine besitzen eine sehr hohe Proteinsequenzidentitdt von 88 % und unterscheiden sich in nur 12 ihrer
insgesamt 98 Aminosauren. Die Sequenzunterschiede, die Polaritdt und die Hydrophobizitdt der
Aminosauren an den betreffenden Positionen sind in Tabelle 4 aufgefiihrt. Bei Vergleich der unter-
schiedlichen Aminosaurereste fallt jedoch auf, dass sie sich kaum in Hydrophobizitat und Polaritat
unterscheiden. Daher kann hier auf den ersten Blick keine eindeutige Erklarung fiir die Unterschiede
in der Steroidtransportfahigkeit in der Ganzzellbiokatalyse gefunden werden.

Tabelle 4. Unterschiede in den Aminosduresequenzen von B-Cinnamomin und B-Cryptogein inklusive der Polaritat und
Hydrophobizitat (K,,,) der betreffenden Aminosauren

Pos. f-Cin Polaritit Kow  B-Cry Polaritait Kow

21 Glu polar, geladen  -3.5 Asp polar, geladen -3.5

22 Ser polar -0.8 Ala unpolar +1,8
25 Ser polar -0.8 Asn polar -3.5
29 Lys polar, geladen  -3.9 Thr polar -0,7
39 Thr polar -0,7 Lys polar, geladen  -3.9
44 Asn polar -3.5 Thr polar -0,7
65 Ala unpolar +1,8 Thr polar -0,7
70 Asp polar, geladen -3.5 Asn polar -3.5
83 Asp polar, geladen  -3.5 Asn polar -3.5
86 Thr polar -0,7 Ser polar -0.8
93 Ser polar -0.8 Asn polar -3.5
96 Ala unpolar +1,8 Ser polar -0.8

Ein Grund fiir das schlechtere Ergebnis von B-Cryptogein konnte eine unterschiedliche Affinitat der
beiden Elicitine flr die Steroide sein. Da jedoch keine der zwolf unterschiedlichen Aminosauren Be-
standteil der hydrophoben Bindetasche im Inneren der Elicitine ist, kann dies relativ sicher ausge-
schlossen werden. Die Bindetasche sowie das sie stabilisierende beak-like motif sind stark konser-
viert, mit Ausnahme der Position 39 im Q-loop, an der B-Cryptogein ein Lysin, B-Cinnamomin aber,
wie die meisten Elicitine, ein Threonin tragt [97]. Der hydrophobe Kern der Elicitine besteht haupt-
sachlich aus den drei Methioninen Met35, Met50 und Met59, der Disulfidbriicke Cys27-Cys56, den
I1e60 und lle63 Seitenketten und den aromatischen Ringen von Tyr87 und Phe91 [15]. Die zwolf un-

terschiedlichen Aminosauren liegen stattdessen allesamt auf der Oberflache des Proteins und stehen
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daher nicht in direktem Kontakt zum Substrat (siehe Abbildung 56). Obwohl einige der unterschiedli-
chen Aminosduren (Aminosduren 22, 25, 39, 70 und 93) auch eine Rolle fur die nekrotische Aktivitat
spielen [15,97], ist ein Zusammenhang mit der Steroidbinde- und Steroidtransporteraktivitdt eher
unwahrscheinlich. Bereits zuvor wurde gezeigt, dass B-Cinnamomin und B-Cryptogein zwar signifi-
kante Unterschiede beim Auslosen der frithen Abwehrmechanismen in Tabak zeigen [19], trotzdem
aber sehr dhnliche Bindungseigenschaften fiir Sterole aufweisen [98]. AuBerdem konnten Dokladal et
al. keinen Zusammenhang zwischen der Héhe der Steroltransporteraktivitdt und der Ausbildung der
frihen Abwehrreaktionen der Pflanze oder der Nekrose der Pflanzen erkennen [33]. Es ist somit sehr
unwahrscheinlich, dass B-Cryptogein eine so viel schlechtere Steroidbindeaktivitdat B-Cryptogeins

aufweist, dass es liberhaupt keinen Effekt auf die Ganzzellbiokatalyse zeigt.

Abbildung 56. Position der 12 unterschiedlichen Aminosauren in den Kristallstrukturen von B-Cinnamomin (2aib, grau-blau,
mit gebundenem Ergosterol) und B-Cryptogein (1beo, grau-griin). A: Aminosaurepositionen 21, 22, 25 und 29. B: Aminosau-
repositionen 39 und 44. C: Aminosaurepositionen 70, 83 und 86. D: Aminosaurepositionen 65, 93 und 94.

Ein moglicher Grund kdnnte dennoch die Aminosaure an Position 39 sein, an der B-Cryptogein im
Gegensatz zu B-Cinnamomin eine geladene Aminosaure tragt. Q-loop und beak-like motif sind beides
Strukturen, die in der Literatur immer wieder mit der Funktion der Elicitine in Verbindung gebracht

wurden [86,98]. So ist es laut Boissy et al. denkbar, dass das beak-like motif aufklappen und als eine
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Art Deckel fur die Bindetasche fungieren kénnte [15]. Di Russo et al. wiederum zeigten, dass manche
Proteine mit zwei stabilen Konformationen in Abhangigkeit vom pH-Wert zwischen diesen Konforma-
tionen wechseln kdénnen, wenn bestimmte ionisierbare Aminosduren durch unterschiedliche pH-
Werte protoniert bzw. deprotoniert werden [99]. Vielleicht ware es daher denkbar, dass die
Konformation mit ge6ffnetem Deckel bei dem gewahlten pH-Wert von B-Cryptogein nicht so stabil
war wie bei B-Cinnamomin, weil Lys39 die falsche Ladung besalR. Ware der Deckel bei einem Teil der
B-Cryptogeinmolekiile geschlossen gewesen, wadren die Steroide daher insgesamt schlechter gebun-
den worden. Dies kdnnte durch eine Reihe Ganzzellbiokatalysen mit unterschiedlichen pH-Werten

untersucht werden.

Eine weitere mogliche Erklarung kénnte die unterschiedliche Ladungsverteilung auf der Oberflache

der beiden Proteine liefern. Diese ist in Abbildung 57 fiir die Kristallstrukturen von B-Cinnamomin
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Abbildung 57. Elektrostatisches Potential der Oberflachen von B-Cinnamomin und B-Cryptogein. Negativ geladene Regio-
nen sind in Rot, positiv geladene Regionen in Blau dargestellt. Die Abbildung wurde Rodrigues et al. [97] entnommen.
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B-Cryptogein ist wesentlich positiver geladen, da es, durch die beiden zusatzlichen Asparaginsaure-
reste von B-Cinnamomin an Position 70 und 83, insgesamt zwei negative Ladungen auf der Oberfla-
che weniger besitzt (B-Cinnamomin: finf positive Ladungen und finf negative Ladungen, pB-
Cryptogein: flnf positive Ladungen und drei negative Ladungen). Dies kdnnte sich unter Umstdnden
auf die Wechselwirkung von Elicitin und E. coli auswirken. So ist zum Beispiel die duflere Membran
durch die LPS-Schicht zu einem groBen Teil negativ geladen, weshalb die Geschwindigkeit der passi-
ven Diffusion unter anderem durch elektrische Ladung und Polaritat eines Molekiils beeinflusst wird.

Je neutraler die Ladung eines Molekiils, desto besser kann es die Zellmembran durchdringen.

Die einfachste Erklarung dafiir, dass der Substratumsatz der Steroide durch Zusatz von B-Cryptogein
nicht verbessert werden konnte, ware jedoch, dass es zwar in hohen Mengen |6slich exprimiert wur-
de, aber trotzdem nicht korrekt gefaltet vorlag. Um dies genauer zu untersuchen, musste die Stero-

idbindekapazitat von B-Cryptogein mit verschiedenen Steroiden getestet werden.
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4 Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte erfolgreich gezeigt werden, dass der Umsatz von sechs Steroidsubstraten in
Ganzzellbiokatalysen mit Escherichia coli CA3(DE3) pIT2cyp154C5 pACYCcamAB durch den Einsatz des
Elicitins B-Cinnamomin aus Phytophthora cinnamomi verbessert werden kann. Als Modellreaktion
diente die Hydroxylierung der Steroide durch ruhende E. coli CA3(DE3)-Zellen, welche die CYP154C5
aus Nocardia farcinica und die Elektronentransferkomponenten Putidaredoxin (Pdx) und Putidaredo-

xinreduktase (PdR) aus Pseudomonas putida coexprimieren.

Dazu wurde im ersten Teil der Arbeit die rekombinante Expression von B-Cinnamomin in E. coli etab-
liert. Die zunachst getestete Expression im Cytoplasma scheiterte an den drei konservierten Disul-
fidbricken. B-Cinnamomin aggregierte in Form von inclusion bodies und konnte nur mit geringer
Ausbeute zuriickgefaltet werden. Auch die getestete Expression des Elicitins in Pichia pastoris war
nicht erfolgreich, da sie aufgrund des fiir E. coli angepassten Codongebrauchs des synthetischen B-
Cinnamomingens und der konstitutiven Expression des Elicitins fehlschlug. Die l6sliche Expression
von B-Cinnamomin konnte schlieBlich in E. coli durch die posttranslationale Sekretion des ungefalte-
ten Proteins ins Periplasma erzielt werden. Zur Sekretion wurden drei Sekretionssignalsequenzen
getestet und verglichen. Das beste Ergebnis wurde dabei mit der N-terminalen Sekretionssignalse-
guenz des Maltosebindeproteins E aus E. coli erzielt. Die erhaltenen Raum-Zeit-Ausbeuten fir 10sli-
ches B-Cinnamomin lagen deutlich Gber den Ausbeuten fiir P. cinnamomi und erreichten fast die
beste in P. pastoris erzielte Ausbeute von Rodrigues et al. [98]. Dieses Ergebnis bestatigt erneut, wie
stark sich der gewahlte Sekretionsweg und insbesondere auch die gewahlte Sekretionssignalsequenz
auf die Ausbeute auswirken kénnen [47,78,106]. Um die Ausbeute weiter zu steigern, wurden vier
Doppelmutanten erzeugt, in denen jeweils die Anzahl der Disulfidbriicken verringert wurde. Aller-
dings konnte keine der Mutanten in |6slicher Form exprimiert werden, so dass geschlussfolgert wer-

den muss, dass alle drei Disulfidbriicken fiir die korrekte Faltung B-Cinnamomins essentiell sind.

Neben der Expression konnte auch die Aufreinigung des B-Cinnamomins lber einen C-terminalen
His-tag erfolgreich durchgefiihrt werden. Wurden zuvor in der Literatur immer mindestens zwei
chromatographische Aufreinigungschritte benétigt, konnte B-Cinnamomin nun mittels immobilisier-
ter Metallionenaffinitdtschromatographie in einem einzigen chromatographischen Schritt in hoher
Reinheit erhalten werden. Die native Faltung B-Cinnamomins konnte anschlieRend durch Nachweis
der Funktionalitdt des exprimierten und aufgereinigten Proteins gezeigt werden. Mit Hilfe des Tests
der Steroidbindekapazitdt konnte fiir das Steroid Progesteron eine Bindestelle pro B-Cinnamo-
minmolekil nachgewiesen werden und somit, dass das aufgereinigte B-Cinnamomin fast zu 100 %

aktiv vorlag [75,76].
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Im Anschluss wurde unter den gleichen Expressionsbedingungen ebenfalls die Expression des Elicitins
B-Cryptogein aus Phytophthora cryptogea erfolgreich durchgefiihrt. Fir dieses Elicitin konnte bezo-
gen auf die Expression in P. pastoris eine 1,6 bis 4,9-fache Steigerung der Raum-Zeit-Ausbeute er-
reicht werden [82,98]. Durch weitere Optimierung der Expressionsbedingungen bzw. durch Hochzell-
dichtefermentation kénnte die Ausbeute beider Elicitine, B-Cryptogein und B-Cinnamomin, noch

weiter verbessert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde schlieBlich der umsatzsteigernde Einfluss des B-Cinnamomins auf
die Ganzzellbiokatalyse der Steroidsubstrate, Pregnenolon (1), Testosteron (2), Progesteron (3), De-
hydroepiandrosteron (4), Androstendione (5) und Nandrolon (6), durch CYP154C5 und die Elektro-
nentransferkomponenten Pdx und PdR gezeigt. Durch Zusatz von aufgereinigtem B-Cinnamomin zu
ganzen Zellen von E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB konnte fiir vier der sechs getesteten
Substrate (1, 2, 3 und 4) eine signifikante Verbesserung des Umsatzes im Vergleich zu Reaktionen
ohne Elicitin nachgewiesen werden. Durch die anschlieBende Coexpression B-Cinnamomins in E. coli
C43(DE3) mit CYP154C5, Pdx und PdR konnte die Steigerung des Umsatzes noch weiter verbessert
werden. So wurden fiir Reaktionen mit coexprimiertem B-Cinnamomin im Vergleich zu Kontrollen
ohne Elicitin mit gleicher P450-Konzentration und zu Kontrollen ohne Elicitin mit einer héheren P450-
Konzentration, aber einer gleichhohen Zelldichte, diesmal sogar fiir alle sechs Steroide wesentlich
héhere Substratumséatze pro eingesetzter Menge P450 gemessen. Wahrscheinlich wurde durch die
Coexpression des Elicitins nicht nur die Substrataufnahme der hydrophoben Substrate durch die
Zellwand, sondern auch der intrazellulare Transport verbessert. Durch die periplasmatische Expressi-
on des Elicitins wurde dieses in der Zelle verfligbar und konnte so moglicherweise zusatzlich den
Transport der Substratmolekile durch das Periplasma in die innere Membran der E. coli-Zellwand
beschleunigen, was schlieRlich zu einer signifikant Verbesserung des Umsatzes fihrte. Zweifelfrei
wurde bewiesen, dass B-Cinnamomin den Substratumsatz hydrophober Substrate in der Ganzzellbio-

katalyse wesentlich beschleunigen kann.

Als zweites Elicitin wurde ebenfalls das aufgereinigte B-Cryptogein in Ganzzellbiokatalysen der Stero-
ide mit E. coli C43(DE3) pIT2cyp154C5 pACYCcamAB getestet. Doch obwohl B-Cryptogein und B-
Cinnamomin eine Proteinsequenzidentitdt von 88 % besitzen, konnte fiir B-Cryptogein keine Umsatz-
verbesserung nachgewiesen werden. Moglicherweise ist dies auf die unterschiedliche Oberflachenla-
dung der beiden Elicitine zuriick zu fihren oder das aufgereinigte B-Cryptogein lag zwar 16slich, aber

dennoch nicht in seiner nativen und damit aktiven Form vor.

Zusammengefasst konnte im ersten Teil der Arbeit ein schnelles und einfaches System zur Expression
von Elicitinen in E. coli etabliert werden, welches die zeitraubende Expression in P. pastoris oder den

natirlichen Phytophthora-Wirten unnétig macht. Zur weiteren Verbesserung der Expression kdnnten
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in Zukunft zum Beispiel Hochdruckfermentationen durchgefiihrt werden. Auch sollte das System
durch die Expression weiterer Elicitine, unter anderem der beiden a-Elicitine a-Capsicein und a-

Megaspermin, getestet werden.

Im zweiten Teil der Arbeit konnte sehr erfolgreich gezeigt werden, dass der Umsatz aller getesteten
Substrate in Ganzzellbiotransformationen mit E. coli durch die Verwendung von B-Cinnamomin signi-
fikant verbessert werden konnte. Die nachsten Schritte in der Zukunft waren die weitere Charakteri-
sierung des etablierten Ganzzellsystems durch Reaktionen mit mehr variierenden Elicitinkonzentra-
tionen und mehr Reaktionen mit Probenahmen Uber langere Zeitraume. Zusatzlich sollten weitere
Elicitine, Substrate, Enzyme und Mikroorganismen getestet werden. Insbesondere unter Berlicksich-
tigung der Ergebnisse von Julsing et al. [57] bietet diese Arbeit einen guten Ansatzpunkt fir weitere
Forschung, um eine L6sung fiir die Substratlimitierung in zuklinftigen industriellen Ganzzellbiokataly-

seprozessen mit gramnegativen Bakterien zu finden.
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5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Gene

a-Capsicein

Die cap Gensequenz wurde mit Hilfe der Gene Designer Software der Firma DNA 2.0 (Version 1.1.4.1)
von der a-Capsicein Proteinsequenz aus Phytophthora capsici abgeleitet und fir die Expression in E.
coli codonoptimiert. Die Proteinsequenz von a-Capsicein (Accession: Q547Q9) wurde der NCBI-
Proteindatenbank entnommen und besteht aus 98 Aminosaduren (AS). Das Gen besteht aus 371 Ba-

senpaaren (bp). Die Protein- und Gensequenz sind in Abbildung 68 (siehe Abschnitt 7.4) dargestellt.

a-Megaspermin

Die meg Gensequenz wurde mit Hilfe der Gene Designer Software der Firma DNA 2.0 (Version
1.1.4.1) von der a-Megaspermin Proteinsequenz aus Phytophthora megasperma abgeleitet und fur
die Expression in E. coli codonoptimiert. Die Proteinsequenz von a-Megaspermin (Accession:
Q8L691) wurde der NCBI-Proteindatenbank entnommen und besteht aus 98 AS. Das Gen besteht aus

371 bp. Protein- und Gensequenz sind in Abbildung 69 (siehe Abschnitt 7.4) dargestellt.

B-Cinnamomin

Die cin Gensequenz wurde mit Hilfe der Gene Designer Software der Firma DNA 2.0 (Version 1.1.4.1)
von der B-Cinnamomin Proteinsequenz aus Phytophthora cinnamomi abgeleitet und fiir die Expressi-
on in E. coli codonoptimiert. Die Proteinsequenz von B-Cinnamomin (Accession: Q9TOM7) wurde der
NCBI-Proteindatenbank entnommen und besteht aus 98 AS. Das Gen besteht aus 371 bp. Protein-

und Gensequenz sind in Abbildung 70 (siehe Abschnitt 7.4) dargestellt.

B-Cryptogein

Die cry Gensequenz wurde mit Hilfe der Gene Designer Software der Firma DNA 2.0 (Version 1.1.4.1)
von der B-Cryptogein Proteinsequenz aus Phytophthora cryptogea abgeleitet und fiir die Expression
in E. coli codonoptimiert. Die Proteinsequenz von B-Cryptogein (Accession: P15570) wurde der NCBI-
Proteindatenbank entnommen und besteht aus 98 AS. Das Gen besteht aus 371 bp. Protein- und

Gensequenz sind in Abbildung 71 (siehe Abschnitt 7.4) dargestellt.

CYP154C5
Die Klonierung der P450 Monooxygenase CYP154C5 aus N. farcinica (410 AS, Accession: Q5YNS8) in
das pIT2-Plasmid erfolgte wie von Bracco et al. beschrieben [20]. Protein- und Gensequenz sind in

Abbildung 72 (siehe Abschnitt 7.4) dargestellt.
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Elektronentransferkomponenten

Die Redoxproteine Putidaredoxinreduktase PdR (422 AS, Accession: P16640) und Putidaredoxin Pdx
(107 AS, Accession: P00259) aus P. putida wurden von Schallmey et al. zur Coexpression in E. coli in
das pACYCDuet™-1 Plasmid kloniert [101] und der resultierende Vektor pACYCcamAB zur Verfiigung
gestellt. lhre Protein- und Gensequenzen sind in Abbildung 73 und Abbildung 74 (siehe Abschnitt 7.4)

enthalten.

Sekretionssignalsequenzen

MalEss (26 AS) ist die Sekretionssignalsequenz des periplasmatischen E. coli Maltosebindeproteins E
(Accession: POAEX9), DsbAss (19 AS) die Sekretionssignalsequenz des periplasmatischen E. coli Disul-
fidbindeproteins A (Accession: POAEG4). PelBss (22 AS) ist die Sekretionssignalsequenz der Pektatlya-
se PelB aus Erwinia carotovora (Accession: POC1C1), die auch im kommerziellen pET-22b(+)-Plasmid
verwendet wird. Die Protein- und Gensequenzen sind in Abbildung 75 bis Abbildung 77 (siehe Ab-
schnitt 7.4) gezeigt.

5.1.2 Primer

Alle verwendeten Primer (siehe Tabelle 5) wurden bei Sigma Aldrich bestellt.

Tabelle 5. Verwendete PCR-Primer

Nr. Name Nucleotidsequenz n Tm

1 MalEssFwd 5'-CAT AGA TCA TGA AAA TAA AAA CAG GTG CAC 114  95,0°C
GCA TCC TCG CAT TAT CCG CAT TAA CGA CGA
TGA TGT TTT CCG CCT CGG CTC TCG CCC ATA
TGA CTG CGT GTA CTG CAA CCC AAC-3"

2 DsbAssFwd 5'-AGT AGA TCA TGA AAA AGA TTT GGC TGG CGC 93  93,6°C
TGG CTG GTT TAG TTT TAG CGT TTA GCG CAT
CGG CGC ATA TGA CTG CGT GTA CTG CAA CCC
AAC-3"

3 PelBssFwd 5'-CTC GAA TCA TGA AAT ACC TGC TGC CGA CCG 102 95,0 °C
CTG CTG CTG GTC TGC TGC TCC TCG CTG CCC
AGC CGG CGA TGG CCC ATA TGA CTG CGT GTA
CTG CAA CCC AAC-3!

4  CinEcoRIRev ~ 5'-GAG CTC GAA TTC TTA CAG GGA AGC GCA TTT 41 79,3 °C
AGA AGA GAA GC-3!

5 PeriCinHisFwd 5'-CAG GGC CAT ATG ACT GCG TGT AC-3‘ 23 69,6 °C

6 PeriCinHisRevy 5'-CTC GAA CTC GAG CAG GGA AGC GCA TTT AGA 37 80,3 °C
AGA GAA G-3!

7  PpHisCinFwd  5'-ATT AAT CTC GAG AAA AGA GGC AGC AGC CAT 40  79,7°C
CAT CAT CAT C-3"

8  PpCinFwd 5'-ATT AAT CTC GAG AAA AGA ACT GCG TGT ACT 40  78,2°C
GCA ACC CAA C-3°
9  PpCinRev 5'-TTA TTA GCG GCC GCT TAC AGG GAA GCG CAT 37 80,0 °C

TTA GAA G-3"

10 MalEssCryFwd 5'-CAG GGC CAT ATG ACT GCG TGT ACT GCA ACT 33 79,9 °C
CAG-3"

11  MalEssCryRev 5'-CTC GAA CTC GAG CAG AGA GGA ACA TTT ATT 44 80,7 °C
GCT GAA ACC GTT AG-3‘

12 C3MFwd 5'-GCC CAT ATG ACT GCG ATG ACT GCA ACC CAA 39 79,0 °C
CAA ACT GCC-3!

13 C3MRev 5'-GGC AGT TTG TTG GGT TGC AGT CAT CGC AGT 39 79,0 °C


http://www.uniprot.org/uniprot/P16640
http://www.uniprot.org/uniprot/P00259
http://www.uniprot.org/uniprot/P0AEX9
http://www.uniprot.org/uniprot/P0AEG4
http://www.uniprot.org/uniprot/P0C1C1
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CAT ATG GGC-3"

14 C71SFwd 5'-CTC TGA ATC CGC CGG ATT CTG ATC TGA CCG 38  79,0°C
TAC CGA CC-3°

15 C71SRev 5'-GGT CGG TAC GGT CAG ATC AGA ATC CGG CGG 38  79,0°C
ATT CAG AG-3"'

16 C71NFwd 5'-CTC TGA ATC CGC CGG ATA ACG ATC TGA CCG 38  79,0°C
TAC CGA CC-3°

17 C71NRev 5'-GGT CGG TAC GGT CAG ATC GTT ATC CGG CGG 38  79,0°C
ATT CAG AG-3"'

18 C27MFwd 5'-GTC TGA GTC CAG CTT CTC CCA GAT GTC CAA 45  780°C
AGA CTC CGG TTA TTC-3‘

19 C27MRev 5'-GAA TAA CCG GAG TCT TTG GAC ATC TGG GAG 45  78,0°C
AAG CTG GAC TCA GAC-3'

20 C56AFw 5'-GAT GTG CGC GAG CAC CGC TGC GAA CAC CAT 43  79,0°C
GAT TAA GAA AAT C-3"

21  C56ARev 5'-GAT TTT CTT AAT CAT GGT GTT CGC AGC GGT 43  79,0°C
GCT CGC GCA CAT C-3"

22 C56SFwd 5'-CTG ATG TGC GCG AGC ACC GCT TCT AAC ACC 45  77,0°C
ATG ATT AAG AAA ATC-3'

23 C56SRev 5'-GAT TTT CTT AAT CAT GGT GTT AGA AGC GGT 45  77,0°C
GCT CGC GCA CAT CAG-3"

24  C51MFwd 5'-CTC AGT ACA AAC TGA TGA TGG CGA GCA CCG 41  79,0°C
CTT GCA ACA CC -3

25 C51MRev 5'-GGT GTT GCA AGC GGT GCT CGC CAT CAT CAG 41  79,0°C
TTT GTA CTG AG-3"

26  C95LFwd 5'-GGC TTC TCT TCT AAA CTG GCT TCC CTG CTC 37  79,0°C
GAG CAC C-3

27 C95LRev 5'-GGT GCT CGA GCA GGG AAG CCA GTT TAG AAG 37  79,0°C

AGA AGC C-31!

5.1.3 Plasmide
In Tabelle 6 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide inklusive ihres Selektionsmarkers und

ihrer Herkunft aufgefiihrt:

Tabelle 6. Verwendete Klonierungs- und Expressionsplasmide

Plasmide Resistenz Herkunft

pMA-T Ampicillin Mr.Gene

pBADN Ampicillin Jin et al. 2008 [56]
PET-22b(+) Ampicillin Merck Millipore
pET-28a(+) Kanamycin Merck Millipore
pACYCDuet™-1  Chloramphenicol  Schallmey et al. 2011 [101]
pIT2 Tetracyclin Bracco et al. 2013 [20]
pGAPZaA Zeocin Invitrogen

pPMA-T besitzt eine Ampicillinresistenz und diente ausschlieRlich zur Auslieferung der synthetischen
Gene von Mr. Gene. pBADN mit Ampicillinresistenzgen und einem Arabinosepromotor ist eine Plas-
midvariante des pBAD/myc-HisA Plasmids von Invitrogen (Carlsbad, USA), in dem die Ncol Restrik-
tionsschnittstelle gegen eine Ndel Restriktionsschnittstelle ausgetauscht wurde [56]. pBADN wurde
fiir die cytoplasmatischen Expressionstests der vier Elicitingene ohne N-terminalen His-tag verwen-
det. Das Plasmid pET-22b(+) mit Ampicillinresistenzgen wurde fir erste periplasmatische Expressi-

onsversuche genutzt und besitzt einen T7-Promotor. Das pET-28a(+) Plasmid mit Kanamycinresistenz
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und T7-Promotor wurde sowohl fiir die cytoplasmatischen Expressionsversuche mit N-terminalem
His-tag, als auch fiir die periplasmatische Expression mit den MalEss-, DsbAss- und PelBss-
Sekretionssignalsequenzen verwendet. Das pIT2 Plasmid wurde von Schallmey et al. generiert [101]
und besitzt neben dem Tetracyclinresistenzgen einen T7-Promotor. Das pACYCDuet™-1 Plasmid be-
sitzt eine Chloramphenicolresistenz und zwei T7-Promotoren, mit denen zwei Gene coexprimiert
werden kdénnen. plT2 und pACYCDuet™-1 wurden zur Coexpression der CYP154C5 aus N. farcinica
und der Redoxpartner PdR und Pdx aus P. putida eingesetzt. pGAPZaA besitzt ein Zeocinresistenzgen,
einen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAP)-Promotor und diente zur konstitutiven

Expression von cin in P. pastoris.

5.1.4 Mikroorganismen

Die E. coli-Stamme Top10 und DH5a wurden zur Stammbhaltung und Amplifikation von Plasmiden
verwendet. Zur Expression der Elicitine im Cytoplasma wurden die Stamme E. coli SHuffle® T7 und E.
coli SHuffle® T7 Express verwendet. E. coli BL21(DE3) und E. coli C43(DE3) wurden fiir die Expression
und Sekretion der Elicitine ins Periplasma eingesetzt. E. coli C43(DE3) wurde ebenfalls zur Coexpres-
sion von CYP154C5, Pdx und PdR verwendet. P. pastoris X-33 wurde zur Sekretion der Elicitine in das

Kulturmedium getestet.

Tabelle 7. Verwendete Klonierungs- und Expressionsstamme

Spezies Stamm Genotyp Herkunft
E. coli DH5a F- $80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 Invitrogen
(rk-, mk+) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl
E. coli Topl10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 Invitrogen
recAl araD139 galU galK A(ara-leu)7697 rpsL (StrR) endA1l
nupG

E. coli SHuffle® T7  F lac, pro, lacl® / Alara-leu)7697 araD139 fhuA2 lacZ::T7 New Eng-
genel A(phoA)Pvull phoR ahpC* galE (or U) galK land Bio-
Aatt::pNEB3-r1-cDsbC (Spec, lacl®) AtrxB rpsL150(Str") Labs’ Inc.
Agor A(malF)3

E. coli SHuffle® T7 fhuA2 lacZ::T7 genel [lon] ompT ahpC gal Aatt::pNEB3-r1- New Eng-

Express cDsbC (Spec®, lacl®) AtrxB sulA11 R(mcr-73::miniTn10-- land Bio-

Tet®)2 [dem] R(zgb-210::Tn10 --Tet’) endA1 Agor A(mcrC- Labs’ Inc.
mrr)114::1S10

E. coli BL21(DE3)  F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3) Novagen
E. coli C43(DE3) F - ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3) Lucigen
P. pastoris  X-33 Wildtyp Invitrogen
5.1.5 Medien
LB-Medium

10g/L NaCl

10g/L Trypton/Pepton
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5g/L Hefeextrakt
Die Medienbestandteile werden in 1000 mL destilliertem Wasser gel6st und autoklaviert. Um LB-
Agarplatten herzustellen, werden vor dem Autoklavieren 10 g/L Agar zum Medium hinzugegeben.
Antibiotika werden bei Bedarf nach Abkihlen auf unter 50 °C vor dem GielSen der Platten hinzugege-

ben.

SOB-Medium
0,5g/L Nacl
20 g/L Trypton/Pepton
5g/L Hefeextrakt
Die Medienbestandteile werden in 450 mL destilliertem Wasser gelost. AnschlieRend werden 5 mL
250 mM KCI-Lésung hinzu pipettiert und der pH-Wert mit 5 M NaOH auf pH 7 einstellt. Danach wird
das Medium mit destilliertem Wasser auf 500 mL aufgefiillt und autoklaviert. Nach dem Abkihlen

auf unter 50 °C werden 2,5 mL sterile 2 M MgCl,-Lésung hinzugegeben.

TB-Medium

4 mL/L Glycerin

12 g/L Pepton

24 g/L Hefeextrakt
Die Medienbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser geldst und autoklaviert. Anschlie-
Rend werden 100 mL steriler ,Kaliumphosphatpuffer fir TB-Medium“ (0,17 M KH,PO,, 0,74 M

K;HPO,) hinzugegeben.

TBS-Medium
182,2 g/L Sorbitol (=1 M)

4 mL/L Glycerin

12 g/L Pepton

24 g/L Hefeextrakt
Das Sorbitol wird in 500 mL destilliertem Wasser geldst und autoklaviert. Die restlichen Medienbe-
standteile werden in 400 mL destilliertem Wasser gelost und separat autoklaviert. Die 1 M Sorbitoll6-
sung wird anschlieRend mit den restlichen Medienbestandteilen und 100 mL sterilem , Kaliumphos-

phatpuffer fiir TB-Medium“ (0,17 M KH,POQ,, 0,74 M K,HPQO,) gemischt.

YNB-Medium

13,4g/L YNB
2 mL/L 500 x Biotin
20g/L Glucose
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YNB wird in 900 mL destilliertem Wasser geldst, autoklaviert und mit 2 mL steriler 500 x Biotin-
stammlosung gemischt. Die Glucose wird in 100 mL destilliertem Wasser gel6st, separat autoklaviert

und hinzugefiigt.

YPD-Medium

10g/L Hefeextrakt

20g/L Pepton

20g/L Glucose
Hefeextrakt und Pepton werden in 900 mL destilliertem Wasser gelst und autoklaviert. Die Glucose
wird in 100 mL destilliertem Wasser gel6st und separat autoklaviert. Beide Lésungen werden unter

sterilen Bedingungen gemischt.
5.1.6 Puffer und Lésungen
Agarosegelelektrophorese

5 %-Farbstoff AGE-Ladepuffer

50 mg/mL Xylencyanol FF
50 mg/mL Bromphenolblau R250

Die Farbstoffe werden in 1 mL destilliertem Wasser gelost.

6 x AGE-Ladepuffer

120 yuL 50 x TAE-Puffer (c (Tris) = 0,24 M, c; (Essigsdure) = 0,12 M, c; (EDTA) = 60 mM)
600 uL Glycerin
5uL 5%-Farbstoff

Die Bestandteile werden gemischt und mit 275 pL destilliertem Wasser auf 1 mL aufgefiillt.

50 x TAE-Puffer

242,28 g/L  Tris-HCI (=2 M)

57,1 mL/L Essigsdure (cs=1M)
Die Pufferbestandteile werden in 800 mL destilliertem Wasser geldst, 100 mL 0,5 M EDTA-L6sung
werden hinzugefiigt, der pH-Wert auf 8,5 eingestellt und der Puffer mit destilliertem Wasser auf

1000 mL aufgefiillt.
Herstellung kompetenter Zellen

BEDS ohne DTT

0,082 g Bicin (cs=10 mM)
9,11 g Sorbitol (=1 M)
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1,5mL Ethylenglycol
2,5mL DMSO

Bicin und Sorbitol werden in 40 mL destilliertem Wasser gelost und der pH-Wert mit NaOH auf 8,3

eingestellt. Anschlieend werden Ethylenglycol und DMSO hinzugegeben und der Puffer mit destil-

liertem Wasser auf 50 mL aufgefillt. Der Puffer wird mittels eines Spritzenfilters (Porenweite @ =

0,2 um) steril filtriert.

BEDS mit DTT
0,082 g Bicin (cs=10mM)
9,11 g Sorbitol (cs=1M)
7,71g DTT (cr=1M)
1,5mL Ethylenglycol
2,5mL DMSO

Bicin, Sorbitol und DTT werden in 40 mL destilliertem Wasser gelost und der pH-Wert mit NaOH auf

8,3 eingestellt. Anschliefend werden Ethylenglycol und DMSO hinzugegeben und der Puffer mit des-

tilliertem Wasser auf 50 mL aufgefillt. Der Puffer wird mittels eines Spritzenfilter (Porenweite @ =

0,2 um) steril filtriert.

RF1-Puffer
0,48 g RbCl, (cs =100 mM)
0,117 g Kaliumacetat (cs =30 mM)
0,0588g CaCl, -2 H,0 (cs=10 mM)
0,3958g MnCl, -4 H,0 (cs=50 mM)
6g Glycerin

Die Pufferbestandteile werden in 40 mL destilliertem Wasser gelost. Der pH-Wert wird mit Essigsdure

auf 5,8 eingestellt und der Puffer anschlieRend mit einem Spritzenfilter (Porenweite @ = 0,2 um) ste-

ril filtriert.
RF2-Puffer
0,083g MOPS (cs=10 mM)
0,048 g RbCl, (cs =10 mM)
0,441g CaCl,-2H,0 (cs =75 mM)
6g Glycerin

Die Pufferbestandteile werden in 40 mL destilliertem Wasser gelost. Der pH-Wert wird mit Essigsdure

auf 5,8 eingestellt und die Losung anschlieRend mit einem Spritzenfilter (Porenweite @ = 0,2 pum)

steril filtriert.
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Immobilisierte Metallionenaffinitdtschromatographie

Lysispuffer | pH 7,0
4,18 g/L MOPS (cs=20mM)
29,22 g/L  NacCl (cs =500 mM)
0,34 g/L Imidazol (ce=5mM)

Die Pufferbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf 7,0 eingestellt
und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefillt. Der Puffer wird mittels Spritzenfilter

(Porenweite @ = 0,4 um) filtriert und im Ultraschallbad entgast.

Waschpuffer | pH 7,0
4,18 g/L MOPS (¢; = 20 mM)
29,22 g/L NaCl (cs =500 mM)
1,36 g/L Imidazol (cs=20mM)

Die Pufferbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf 7,0 eingestellt
und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefiillt. Der Puffer wird mittels Spritzenfilter

(Porenweite @ = 0,4 um) filtriert und im Ultraschallbad entgast.

Elutionspuffer | pH 7.0

4,18 g/L MOPS (c; =20 mM)
29,22 g/ NaCl (cs =500 mM)
34,04 g/L Imidazol (cs =500 mM)

Die Pufferbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf 7,0 eingestellt
und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefiillt. Der Puffer wird mittels Spritzenfilter

(Porenweite @ = 0,4 um) filtriert und im Ultraschallbad entgast.

Lysispuffer Il pH 6.5
4,18 g/L MOPS (cs=20mM)
29,22 g/ NaCl (cs =500 mM)
1,36 g/L Imidazol (cs=20mM)

Die Pufferbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf 6,5 eingestellt
und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefillt. Der Puffer wird mittels Spritzenfilter

(Porenweite @ = 0,4 um) filtriert und im Ultraschallbad entgast.

Waschpuffer Il pH 6,5

4,18 g/L MOPS (cs=20mM)
29,22 g/L NaCl (cs =500 mM)
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2,72 g/L Imidazol (cs =40 mM)
Die Pufferbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser gel6st, der pH-Wert auf 6,5 eingestellt
und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefiillt. Der Puffer wird mittels Spritzenfilter

(Porenweite @ = 0,4 um) filtriert und im Ultraschallbad entgast.

Lysispuffer Ill pH 6,5
1,92 g/L NaH,PO,-2H,0 (cs=12,3mM)
1,08 g/L  Na,HPO, (cs=7,6 mM)
29,22 g/L NaCl (cf = 500 mM)
0,68 g/L Imidazol (cs=10mM)

Die Pufferbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf 6,5 eingestellt
und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefillt. Der Puffer wird mittels Spritzenfilter

(Porenweite @ = 0,4 um) filtriert und im Ultraschallbad entgast.

Elutionspuffer Il pH 6,5

1,92 g/L NaH,PO,- 2 H,0 (cs=12,3 mM)
1,08 g/L Na,HPO, (¢t =7,6 mM)
29,22 g/L NaCl (cs =500 mM)

34,04 g/L Imidazol (cs =500 mM)
Die Pufferbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf 6,5 einstellt
und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefiillt. Der Puffer wird mittels Spritzenfilter

(Porenweite @ = 0,4 um) filtriert und im Ultraschallbad entgast.

Lysispuffer IV pH 6.5
1,67 g/L KH,PO, (cs=12,3 mM)
1,32 g/L K,HPO, (cs=7,6 mM)
29,22 g/L  NaCl (cf = 500 mM)
0,68 g/L Imidazol (c;=10 mM)

Die Pufferbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf 6,5 eingestellt
und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefiillt. Der Puffer wird mittels Spritzenfilter

(Porenweite @ = 0,4 um) filtriert und im Ultraschallbad entgast.

Elutionspuffer Ill pH 6,5

1,67 g/L KH,PO, (cs=12,3 mM)
1,32 g/L  K,HPO, (cs=7,6 mM)
29,22 g/L NaCl (cs =500 mM)
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34,04 g/L Imidazol (c; =500 mM)
Die Pufferbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf 6,5 einstellt
und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefiillt. Der Puffer wird mittels Spritzenfilter

(Porenweite @ = 0,4 um) filtriert und im Ultraschallbad entgast.
Denaturierende immobilisierte Metallionenaffinitdtschromatographie

Lysispuffer pH 7,4 mit 6 M Harnstoff

0,89 g Na,HPO,-2H,0 (cs=20mM)
120,12 g Harnstoff (cs=6 M)
7,31g NadCl (cs=0,5M)
0,17 g Imidazol (cs=10 mM)
250 uL 1M DTT (cs=1mM)

Die Pufferbestandteile bis auf DTT werden in 240 mL destilliertem Wasser gel6st, der pH-Wert auf
7,4 einstellt, 250 pL einer 1 M DTT-Losung hinzugefiigt und der Puffer mit destilliertem Wasser auf
250 mL aufgefillt. Der Puffer wird mittels Spritzenfilter (Porenweite @ = 0,4 pum) filtriert und im Ult-

raschallbad entgast.

Waschpuffer pH 7,4 mit 6 M Harnstoff

0,89 g Na,HPO,-2H,0 (cs =20 mM)
120,12 g Harnstoff (cs=6M)
7,31g NacCl (cs=0,5M)
0,51 g Imidazol (cs=30mM)
250 uL 1M DTT (cs=1mM)

Die Pufferbestandteile werden in 240 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf 7,4 einstellt,
250 plL einer 1 M DTT-Lésung hinzugefiigt und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 250 mL aufge-
fullt. Der Puffer wird mittels Spritzenfilter (Porenweite @ = 0,4 um) filtriert und im Ultraschallbad

entgast.

Elutionspuffer pH 7,4 mit 6 M Harnstoff

0,18 g Na,HPO,-2 H,0 (cs=20 mM)
24,02 g Harnstoff (ce=6M)
1,46 g NaCl (cs=0,5M)
2,55g Imidazol (cs =500 mM)
50uL 1MTT (cr=1 mM)

Die Pufferbestandteile werden in 40 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf 7,4 einstellt,

50 L einer 1 M DTT-L6sung hinzugefligt und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 50 mL aufge-
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fullt. Der Puffer wird mittels Spritzenfilter (Porenweite @ = 0,4 um) filtriert und im Ultraschallbad

entgast.
Kationenaustauschchromatographie

Bindepuffer pH 6,5
4,3g/L MES-H,0 (cs=20mM)

Das MES wird in 900 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf 6,5 eingestellt und mit destil-

liertem Wasser auf 1 L aufgefillt. AnschlieBend wird der Puffer filtriert (Porenweite @ = 0,4 um) und

im Ultraschallbad entgast.

Elutionspuffer pH 6,5
4,3g/L MES - H,0 (cs=20mM)
58,4 g/L NacCl (cs=1M)

Die Pufferbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf 6,5 eingestellt
und mit destilliertem Wasser auf 1 L aufgefiillt. AnschlieRend wird der Puffer filtriert (Porenweite @ =

0,4 um) und im Ultraschallbad entgast.
Proteinexpression

500 x BiotinstammI|6sung

20 mg Biotin
Das Biotin wird in 100 mL destilliertem Wasser gelost und die Losung durch einen Spritzenfilter (Po-

renweite @ = 0,2 um) steril filtriert.

1000 x 5-ALA
0,837g 6&-ALA (cs=0,5M)
Das 8-ALA wird in 10 mL destilliertem Wasser geldst und durch einen Spritzenfilter (Porenweite @ =

0,2 um) steril filtriert.

1000 x Spurenelementlésung

0,1g/L MnSQO,- H20 (cs=0,59 mM)
0,16 g/L CuSO,-5H20 (cs=0,64 mM)
0,18 g/L ZnSO,-7 H20 (cs=0,63 mM)
0,18 g/L CoCl, -6 H20 (cs=0,78 mM)

0,5g/L CaCl,-2H20 (cs=3,40 mM)
16,7 g/L FeCl;- 6 H20 (cs=61,79 mM)

20,1 g/L

Na,-EDTA

(cs=54,00 mM)
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Die Bestandteile der Spurenelementlésung werden in 1 L destilliertem Wasser gel6st und die Losung
durch einen Spritzenfilter (Porenweite @ = 0,2 um) steril filtriert.
Kaliumphosphatpuffer fiir TB-Medium

2,3g KH,PO, (c;=0,17 M)
12,95g K,HPO, (c;=0,74 M)

Die Pufferbestandteile werden in 100 mL destilliertem Wasser geldst und autoklaviert.
Puffer

Assaypuffer fiir den DHE-Assay

3,09g Mannitol (cs=170 mM)
0,0074g CaCl,-2H,0 (cs=0,5 mM)
0,0087 g K,SO, (cs=0,5 mM)
0,0976 g MES - H,0 (cs=5mM)

Die Pufferbestandteile werden in 90 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf 7,0 einstellt

und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 100 mL aufgefullt.

50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,5
5,54g KH,PO, (cs=40,7 mM)
1,60g K,HPO, (cs=9,2 mM)
Die Pufferbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf 6,5 eingestellt

und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefullt.

50 mM Natriumphosphatpuffer pH 6,5

6,35g NaH,PO,:-2H,0 (cs=40,7 mM)
1,31g Na,HPO, (cs=9,2 mM)
Die Pufferbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf 6,5 eingestellt

und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefullt.

PBS-Puffer pH 7,4

8,18 g/L NaCl (cs =140 mM)
0,201 g/L KCl (cs=2,7 mM)

1,74 g/L K,HPO, (cs=10 mM)
0,245g/L KH,PO, (cr=1,8 mM)

Die Pufferbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert mit HCl auf pH 7,4

eingestellt und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefiillt.
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Resolubilisierungspuffer pH 7,3

2,05g NadCl (cs =140 mM)
0,05g Kcl (cs=2,7 mM)
0,44g K,HPO, (cs=10mM)
0,06 g KH,PO, (cs=1,8 mM)
120,12 g Harnstoff (cs=8M)
250y 1 M DTT (cs=1mM)

Die Pufferbestandteile werden in 200 mL destilliertem Wasser geldst, der pH-Wert mit HCl auf 7,3
eingestellt, 250 pL einer 1 M DTT-Losung hinzu gegeben und der Puffer mit destilliertem Wasser auf
250 mL aufgefiillt.

SDS-PAGE

4x SDS-PAGE Ladepuffer
1,82 g Tris-HCI (cs=1M)
1,5mL Glycerin
0,30g SDS
0,15g Bromphenolblau R250
0,23g DTT (ce=0,1 M)
Die Pufferbestandteile werden in 15 mL destilliertem Wasser gelost. Der Ladepuffer wird zu je 1 mL

in Eppendorfreaktionsgefale aliquotiert und bei -20 °C eingefroren.

SDS-PAGE Gelpuffer pH 6.8
121,14 g/L  Tris-HCl (=1M)
Tris-HCI wird in 900 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf einen Wert von 6,8 eingestellt

und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefullt.

SDS-PAGE Gelpuffer pH 8.45
363,3g/L Tris-HCl (cs=3 M)
3g/L SDS
Die Pufferbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser gel6st, der pH-Wert auf 8,45 einge-

stellt und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefllt.

Anodenpuffer
22,42 g/l Tris-HCI (cs=0,2 M)
22,42 g Tris-HCl werden in 900 mL destilliertem Wasser gel6st, der pH-Wert mit HCl auf 8,9 einge-

stellt und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefiillt.
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Kathodenpuffer
12,11 g/L Tris-HCI (cs=0,1 M)
17,92 g/L Tricine (cs=0,1 M)
1g/L SDS

Die Pufferbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser gelost und der Puffer mit destilliertem

Wasser auf 1000 mL aufgefillt.

SDS-PAGE Fdrbelésung
0,2g Bromphenolblau R250
0,2g Bromphenolblau G250
20 mL Essigsaure
100 mL Methanol
Coomassie Brilliant Blue R-250 und G-250 werden in 100 mL Methanol gelost. Dann werden 20 mL

Essigsdure hinzu gemischt und die Lésung mit destilliertem Wasser auf 200 mL aufgefllt.
Western blot

10 x TBS-Puffer pH 7,4
60,57 g/L  Tris-HCl (cs=0,5M)
87,66 g/L NaCl (cs=1,5M)
Die Pufferbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf 7,4 eingestellt

und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefullt.

1 x TBS-Puffer

100 mL/L 10 x TBS-Puffer pH 7,4 (c; (Tris) = 50 mM, c; (NaCl) = 150 mM)
100 mL 10 x TBS-Puffer pH 7,4 werden mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefiillt.

1 x TBST-Puffer

100 mL/L 10 x TBS-Puffer pH 7,4 (c; (Tris) = 50 mM, c; (NaCl) = 150 mM)

0,5 mL/L Tween 20
100 mL 10 x TBS-Puffer pH 7,4 werden mit 0,5 mL Tween 20 versetzt und der Puffer mit destilliertem
Wasser auf 1000 mL aufgefillt.

10 x Transferpuffer
30,29 g/L Tris-HCI (cs=0,25 M)
144,13 g/L Glycine (cs=1,92 M)

Die Pufferbestandteile werden in 900 mL destilliertem Wasser gelost, der pH-Wert auf 8,9 eingestellt

und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefullt.
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1 x Transferpuffer

100 mL/L 10 x Transferpuffer (¢t (Tris) = 25 mM, ¢ (Glycine) = 192 mM)
200 mL/L Methanol
100 mL 10 x Transferpuffer werden mit 200 mL Methanol gemischt und der Puffer mit destilliertem

Wasser auf 1000 mL aufgefllt.

Zellaufschluss
Spheroblastpuffer
2,67g MES-H,0 (cs =50 mM)
0,037g CaCl,-2H,0 (cs=1mM)

45 g Sucrose
0,37g EDTA (cs=5mM)
1,25g Lysozym
Die Pufferbestandteile werden in 200 mL destilliertem Wasser gel6st, der pH-Wert auf 6,5 eingestellt

und der Puffer mit destilliertem Wasser auf 250 mL aufgefullt.

TEN-Puffer
0,3g Tris-HCI (cs=10 mM)
0,073 g EDTA (cs=1mM)
2,19g NadCl (cs =150 mM)

Die Pufferbestandteile werden in 250 mL destilliertem Wasser geldst.

TENST-Puffer
0,3g Tris-HCI (cs=10 mM)
0,073g EDTA (cr=1mM)
2,19 NadCl (cs =150 mM)

0,6 mL Triton X-100
8 g Sarkosyl NL

Die Pufferbestandteile werden in 250 mL destilliertem Wasser gelost.
5.1.7 Substratstammlosungen fiir die Biokatalyse
Substratstammlésungen in Methanol

50 mM Pregnenolon (1) in Methanol

0,0791 g Pregnenolon (1) (cs =50 mM)
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Pregnenolon (1) wird in 4 mL Methanol auf 35 °C erwarmt, im Ultraschallbad gel6st, mit Methanol

auf 5 mL aufgefillt und anschlieBend bei 4 °C gelagert.

100 mM Testosteron (2) in Methanol

0,1442 g Testosteron (2) (cs =100 mM)
Das Testosteron (2) wird in 4 mL Methanol auf 35 °C erwdrmt, im Ultraschallbad geldst, mit Methanol

auf 5 mL aufgefillt und anschlieBend bei 4 °C gelagert.

100 mM Progesteron (3) in Methanol

0,1572 g Progesteron (3) (cs =100 mM)
Das Progesteron (3) wird in 4 mL Methanol auf 35 °C erwarmt, im Ultraschallbad geldst, mit Metha-

nol auf 5 mL aufgefillt und anschlieRend bei 4 °C gelagert.

100 mM Dehydroepiandrosteron (4) in Methanol

0,1442 g Dehydroepiandrosteron (4) (cs =100 mM)
Das Dehydroepiandrosteron (4) wird in 4 mL Methanol auf 35 °C erwarmt, im Ultraschallbad geldst,

mit Methanol auf 5 mL aufgefillt und anschlieBend bei 4 °C gelagert.

100 mM Androstendion (5) in Methanol

0,1432 g Androstendion (5) (cs =100 mM)
Das Androstendion (5) wird in 4 mL Methanol auf 35 °C erwdrmt, im Ultraschallbad gel6st, mit Me-

thanol auf 5 mL aufgefillt und anschlieBend bei 4 °C gelagert.

100 mM Nandrolon (6) in Methanol

0,1372 g Nandrolon (6) (cs =100 mM)
Das Nandrolon (6) wird in 4 mL Methanol auf 35 °C erwarmt, im Ultraschallbad geldst, mit Methanol

auf 5 mL aufgefillt und anschlieBend bei 4 °C gelagert.
Substratstammlésungen in 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin

50 mM Pregnenolon (1) in 36 % w/v Hydroxypropyl-8-cyclodextrin

0,0396 g Pregnenolon (1) (cs =50 mM)
Das Pregnenolon (1) wird in 2 mL 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin auf 35 °C erwarmt, im Ult-
raschallbad geldst, mit 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin auf 2,5 mL aufgefillt und anschlie-
Rend bei 4 °C gelagert.

50 mM Testosteron (2) in 36 % w/v Hydroxypropyl-6-cyclodextrin

0,0366 g Testosteron (2) (cs =50 mM)
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Das Testosteron (2) wird in 2 mL 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin auf 35 °C erwdrmt, im Ultra-
schallbad gelost, mit 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin auf 2,5 mL aufgefillt und anschlieRend
bei 4 °C gelagert.

50 mM Progesteron (3) in 36 % w/v Hydroxypropyl-8-cyclodextrin

0,0394 g Progesteron (3) (cs =50 mM)
Das Progesteron (3) wird in 2 mL 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin auf 35 °C erwdrmt, im Ult-
raschallbad gel6st, mit 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin auf 2,5 mL aufgefillt und anschlie-

Rend bei 4 °C gelagert.

50 mM Dehydroepiandrosteron (4) in 36 % w/v Hydroxypropyl-8-cyclodextrin

0,0368 g Dehydroepiandrosteron (4) (cs =50 mM)
Das Dehydroepiandrosteron (4) wird in 2 mL 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin auf 35 °C er-
warmt, im Ultraschallbad gelost, mit 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin auf 2,5 mL aufgefiillt

und anschlieBend bei 4 °C gelagert.

50 mM Androstendion (5) in 36 % w/v Hydroxypropyl-8-cyclodextrin

0,0362 g Androstendion (5) (cs =50 mM)
Das Androstendion (5) wird in 2 mL 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin auf 35 °C erwarmt, im
Ultraschallbad gelost, mit 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin auf 2,5 mL aufgefillt und anschlie-
Rend bei 4 °C gelagert.

50 mM Nandrolon (6) in 36 % w/v Hydroxypropyl-8-cyclodextrin

0,0343 g Nandrolon (6) (c;=50 mM)
Das Nandrolon (6) wird in 2 mL 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin auf 35 °C erwdrmt, im Ultra-
schallbad gel6st, mit 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin auf 2,5 mL aufgeflllt und anschlieRend
bei 4 °C gelagert.

5.1.8 Antibiotika

1000 x-Ampicillin Stammlédsung

1g Ampicillin
Das Ampicillin wird in 10 mL destilliertem Wasser geldst und mit einem Spritzenfilter (Porenweite @ =

0,2 um) steril filtriert und bei -20 °C gelagert.

2000 x-Kanamycin Stammlésung

1g Kanamycin
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Das Kanamycin wird in 10 mL destilliertem Wasser gelost und mit einem Spritzenfilter (Porenweite

@ =0,2 um) steril filtriert und bei -20 °C gelagert.

1000 x-Chloramphenicol Stammlésung

0,25g Chloramphenicol
Das Chloramphenicol wird in 10 mL 70 % Ethanol geldst, mit einem Spritzenfilter (Porenweite

@ = 0,2 um) steril filtriert und bei -20 °C gelagert.

1000 x-Tetracyclin Stammldsung
0,1g Tetracyclin
Das Tetracyclin werden in 10 mL 70 % Ethanol Wasser geldst und mit einem Spritzenfilter (Porenwei-

te @ = 0,2 um) steril filtriert und bei -20 °C gelagert.

1000 x-Zeocin Stammlésung
Das Zeocin™ Selection Reagent wird in einer Konzentration von 100 mg/mL geliefert und wird zu je
1 mL in EppendorfreaktionsgefdfRe aliquotiert. Die Zeocinstammldsungen werden vor Licht geschitzt

bei -20 °C aufbewahrt.

5.1.9 Enzyme

Enzym Herkunft
BspHI (10 U/pL) New England BioLabs’ Inc.
EcoRI-HF™ (20 U/pL) New England BioLabs’ Inc.
Dpnl (20 U/pL) New England BioLabs’ Inc.
Ncol-HF" (20 U/pL) New England BioLabs’ Inc.
Ndel (20 U/uL) New England BioLabs’ Inc.
Notl-HF" (20 U/pL) New England BioLabs’ Inc.
Xhol (20 U/pL) New England BioLabs’ Inc.
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/uL) New England BioLabs’ Inc.
Taq DNA Polymerase (5 U/uL) New England BioLabs’ Inc.
T4 DNA Ligase (400 U/uL) New England BioLabs’ Inc.
5.1.10 DNA- und Proteinmarker
Marker Herkunft
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, ready-to-use Thermo Scientific
Quick-Load® 2-Log DNA Ladder(0.1-10.0 kb) New England BioLabs’ Inc.
PageRuler™ Prestained Protein Ladder Fermentas
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5.1.11 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, in ihrer hochs-

ten Reinheit von den Firmen Sigma Aldrich (Taufkirchen), AppliChem (Darmstadt) und Carl Roth

(Karlsruhe) bezogen.

Chemikalie

6-ALA HCI

Androstendion (4-Androsten-3,17-dione, Substrat 5)
Antifoam 204

BCIP/NBT Purple Liquid

B-Per® Bacterial Protein Extraction Reagent
Cholesterol

Cytochrome c vom Pferdeherz

Dehydroepiandrosteron (5-Androsten-3B-ol-17-one, Substrat 4)
Dehydroergosterol (Ergosta-5,7,9(11),22-tetraen-3B-ol)
Ni Sepharose™ 6 Fast Flow
Hydroxypropyl-B-cyclodextrin

Nandrolon (4-Estren-17B-ol-3-one, Substrat 6)

Ponceau S Lésung

Pregnenolon (5-Pregnen-3B-ol-20-one, Substrat 1)
Progesteron (Pregn-4-en-3,20-dione, Substrat 3)
Roti®-Safe GelStain

Roti®-Quant 5 x Konzentrat

Testosteron (4-Androsten-17B-ol-3-one, Substrat 2)

Toyopearl Super SP-650c

5.1.12 Gerite und Zubehor
Agarosegelelektrophorese
Electrophoresis Power Supply EV243
MIDI 1 und MINI Geltrageschalen
U:Genius Compact Gel Imaging System
Biokatalyse
Sonorex Super RK 106 (Ultraschallbad)
Speed Vac® SC 110
Vortex-Genie® 2

Microliter™ Spritzen Modelle 710 und 750 (100 und 500 pL)

Herkunft
Sigma Aldrich
Steraloids
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Thermo Scientific
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Steraloids
Sigma Aldrich
GE Healthcare
Sigma Aldrich
Steraloids
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Carl Roth

Carl Roth
Sigma Aldrich

Tosoh Bioscience GmBH

Consort
Carl Roth
Syngene

Bandellin
Savant
ROTH

Hamilton Messtechnik
GmbH



Material und Methoden

Expression & Transformation

Biostat® ED und Biostat® M B. Braun Biotech

International
Electroporator 2510 Eppendorf
Thermomixer 5436 Eppendorf
Filtration

Amicon Ultra-15 Centrifugal Filtereinheit mit Ultracel-3 Memb- | Millipore

ran
Spectra/Por Dialysemembran MWCO 3500 Da, 45 mm Schlis- Spectrum Laboratories, Inc.
selflache

Rihrzelle Modell 8200, 200 ml (Filterdurchmesser: 63,5 mm) Millipore

Ultracel Ultrafiltration Disc, 3 kDa NWML, 63,5 mm Millipore

(PLBC06210)

GC

GC2010 plus mit AOC-20i-Injektor Shimadzu

Optima 17 MS (30 m x 0,25 ID, 0,4 mm OD) Macherey-Nagel

HPLC

Prominence UFLC (Module: CBM-20A, SPD-M20A, CTO-20AC, Shimadzu
SIL-20AC HT, 2 x LC-20AD)

Nucleosil 100, 5 C18 (250 x 4,5 mm) CS-Chromatographie Ser-
vice GmbH
Molekularbiologie
BioView-Transilluminator (USDF-20ML-8R) Biostep
Mastercycler® personal Eppendorf
Thermostat plus Eppendorf
Photometer
Biophotometer plus Eppendorf
CARY 50 Bio UV-VIS Spektrophotometer Varian
Infinite® M-1000 Fluoreszenzspektrometer Tecan
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer peqlab

Proteinaufreinigung

AKTAprime™ und AKTApurifier™ GE Healthcare
EmulsiFlex-C3 (French Press) Avestin Europe GmbH
His-Trap HP, 5 ml GE Healthcare

PD-10 Desalting Columns GE Healthcare
Poly-Prep® Chromatographiesaulen Bio-Rad

Protino® Ni-IDA Packed columns Macherey-Nagel
Vibra-Cell™ VCX130 (Sonifikator) Sonics

XK26 Chromatographiesaule GE Healthcare
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SDS-PAGE

Electrophoresis Power Supply EV243

Mini PROTEAN® Tetra Cell

Mini PROTEAN® short plates und spacer plates

Mini PROTEAN® comb, 10 wells und comb, 15 wells
Western blot

Pure Nitrocellulose 0,45 pum Transfer membrane (30 cm x 3m)
Semi Dry Mini-Blotting System

Whatman Gel Blotting Papier

Zentrifugen

Eppendorf Centrifuge 5424 (FA-45-24-11)

Eppendorf Centrifuge 5810R (Rotor: A-4-81)

Eppendorf Centrifuge 5810R (Rotor: F-34-6-38)

Sorvall RC6+ Centrifuge (Rotoren: S534 und F10S-6X500Y)

Consort
Bio-Rad
Bio-Rad
Bio-Rad

AppliChem
BiocomDirect

Sigma Aldrich

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Sorvall

5.1.13 Kits

NucleoSpin® Extract Il Macherey-Nagel

NucleoSpin® Plasmid Macherey-Nagel
PfuTurbo® Hotstart PCR Master Mix Stratagene

QlAexpress Detection and Assay Kit (Ni-NTA-AP Conjugate) Qiagen

5.2 Molekular- und mikrobiologische Methoden

5.2.1 Ubernachtkulturen von Escherichia coli

Um E. coli-Stamme fir die Expression, eine Plasmidisolierung oder eine Gefrierkultur heranzuziehen,
wurde eine Ubernachtkultur hergestellt. Entsprechend Tabelle 8 wurden 5 mL LB-Medium mit Anti-
biotika versetzt und mit dem entsprechenden E. coli-Stamm von einer LB-Agarplatte oder einer Ge-

frierkultur angeimpft. Die Ubernachtkulturen wurden fiir ca. 16 h bei 37 °C und 250 rpm inkubiert.

Tabelle 8. Endkonzentrationen der Antibiotika

Plasmid Antibiotikum Ct

pMA-T Ampicillin 100 pg/mL
pBADN Ampicillin 100 pg/mL
PET-22b(+) Ampicillin 100 pg/mL
pET-28a(+) Kanamycin 50 pg/mL
pACYCDuet™-1  Chloramphenicol 25 ug/mL
pGAPZa Zeocin 100 pg/mL

pIT2 Tetracyclin 10 pg/mL
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5.2.2 Ubernachtkulturen von Pichia pastoris

Um P. pastoris X-33 fiir eine Expression, Isolierung von chromosomaler DNA oder eine Transformati-
on heranzuziehen, wurden 10 mL YPD-Medium mit dem entsprechenden rekombinanten Stamm
oder Wildtyp inokuliert und fir ca. 16 h bei 30 °C und 250 rpm inkubiert. Zur Kultivierung der rekom-
binanten, Zeocin-resistenten Stimme wurde Zeocin in einer Endkonzentration von 100 pg/mL hinzu-

gegeben.

5.2.3 Gefrierkulturen
Zur dauerhaften Aufbewahrung der verwendeten Stamme wurden Gefrierkulturen hergestellt. Von
den E. coli-Stimmen wurden Ubernachtkulturen hergestellt, von denen jeweils 900 L in einem steri-

len Eppendorfreaktionsgefall mit 68 uL DMSO gemischt und bei -80 °C eingefroren wurden.

5.2.4 Plasmidisolierung aus Escherichia coli

Zur Plasmidisolation aus E. coli wurde eine Ubernachtkultur hergestellt und das Plasmid mit dem
NucleoSpin® Plasmid Kit entsprechend den Herstellerangaben mit folgenden Ausnahmen isoliert.
Abweichend von dem Standardprotokoll wurde der optionale Waschschritt mit dem Waschpuffer
AW durchgefiihrt und die Plasmid-DNA in 35 pL auf 70 °C erwdrmtem Elutionspuffer EB eluiert.
Plasmide, die fiir die Transformation in elektrokompetente Zellen oder zur Sequenzierung vorgese-
hen waren, wurden in 35 plL auf 70 °C erwdarmtem destilliertem Wasser eluiert. Anschliefend wurde

die DNA-Konzentration bestimmt und die Plasmidlésungen bei -20 °C gelagert.

5.2.5 Isolierung chromosomaler DNA aus Pichia pastoris

Zur Isolierung der chromosomalen DNA wurden zunéchst 2 mL einer Ubernachtkultur eines rekombi-
nanten P. pastoris X-33-Stammes 1 min mit 20238 x g (Eppendorf Centrifuge 5424) in ein Eppendorf-
reaktionsgefall abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 250 pl TEN-Puffer resuspendiert, mit 250 pl
TENST-Puffer gemischt und fir 30 min bei RT inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit wurde die Sus-
pension in regelmaRigen Abstdnden kurz mit einem Vortex-Genie® 2 gevortext, um den Aufschluss zu
verbessern. Langes Vortexen wurde vermieden, um eine zu starke Fragmentierung der DNA zu ver-
hindern. AnschlieRend wurden 500 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (24: 24: 1) zu der aufge-
schlossene Zellsuspension hinzu pipettiert und 90 s gevortext, um die chromosomale DNA zu extra-
hieren. Die Emulsion wurde 10 min mit 20238 x g zentrifugiert, um die Phasen wieder zu trennen. Die
organische Phase (unten) wurde in ein frisches Eppendorfreaktionsgefal Gberfiihrt und der Extrakti-
onsschritt mit der wassrigen Phase wiederholt. Die wassrige Phase wurde verworfen, die organische
Phase wurde mit 50 ul einer 3 M Natriumacetatlosung und 500 pL eiskaltem Isopropanol gemischt
und 5 min bei -20 °C inkubiert, damit die isolierte DNA prazipitierte. AnschlieBend wurde die Mi-
schung 30 min mit 20238 x g bei 4 °C zentrifugiert, um die prazipitierte DNA zu pelletieren. Der Uber-

stand wurde verworfen und die DNA in 1 mL eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen. Die DNA wurde
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erneut 30 min mit 20238 x g bei 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Pipet-
te abgenommen, verworfen und das Pellet bei RT an der Luft getrocknet. AnschlieRend wurde die
chromosomale DNA in 50 uL destilliertem Wasser gelost, die Konzentration bestimmt und bei -20 °C

gelagert.

5.2.6 DNA-Konzentrationsbestimmung
Die Konzentration von DNA-LOsungen wurde mit einem NanoDrop™ 1000 Spektrophotometer bei
A =260 nm bestimmt. Die Reinheit der Losung wurde (iber das Verhéltnis der Absorption bei 260 nm

zur Absorption bei 280 nm kontrolliert. Der optimale Wert liegt bei 1,8.

5.2.7 Agarosegelelektrophorese

Restriktionsverdaus und PCRs wurden durch Agarosegelelektrophorese (AGE) in einem Agarosegele-
lektrophoresesystem der Firma Carl Roth Uberprift. DNA-Molekile wurden ihrer GréRe nach lber
ein 1 %-Agarosegel in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Zur Vorbereitung der Proben wurden 1
bis 3 uL DNA-LOsung mit 2 pL 6 x AGE-Ladepuffer gemischt und mit destilliertem Wasser auf 12 uL
aufgefullt. Die vorbereiteten Proben wurden auf das Gel aufgetragen und 30 bis 35 min mit 100 V
aufgetrennt. Als GroRenstandard wurden jeweils 3 uL DNA-Marker, gemischt mit 2 uL 6 x AGE-
Ladepuffer und 7 plL destilliertem Wasser, aufgetragen. Zum Detektieren der DNA wurde das Gel im
Anschluss an die Auftrennung 10 bis 15 min in einem Ethidiumbromidbad (0,05 pg/mL Ethidiumbro-
mid) angefarbt und anschlieRend ein Bild mit einem U:Genius Compact Gel Imaging System aufge-
nommen. Alternativ wurde das Gel bereits beim Giellen mit 0,01 % Roti®-Safe GelStain versetzt, so

dass das Bild direkt im Anschluss an die AGE aufgenommen werden konnte.

Um einen Restriktions- oder PCR-Ansatz Uber praparative Agarosegelelektrophorese aufzureinigen,
wurde zunachst der gesamte Ansatz mit 6 x AGE-Ladepuffer versetzt und lber ein Agarosegel aufge-
trennt. Die Banden mit den aufzureinigenden Fragmenten wurden auf einem BioView-Transil-
luminator mit einem Skalpell herausgeschnitten und in ein Eppendorfreaktionsgefal liberfiihrt. Die
DNA wurde dann mittels des Nucleo-Spin® Extract lI-Kit entsprechend den Herstellerangaben isoliert
und in 35 plL auf 70 °C erwdarmtem Elutionspuffer eluiert. Die DNA-Konzentration wurde bestimmt

und die Losung bei -20 °C gelagert.

5.2.8 Restriktionsverdau

Um die Elicitingene in die Expressionsplasmide zu klonieren, wurden Gene und Plasmide zunachst
unter Einsatz von Restriktionsenzymen der New England BiolLabs’ Inc verdaut. Der Standardansatz
eines Restriktionsverdaus mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen enthielt 1 - 5 ug DNA, jeweils
10 U von beiden Restriktionsenzyms und 5 pL 10 x NEBuffer 4. Das Gemisch wurde anschlieRend mit
destilliertem Wasser auf 50 pL aufgefillt und fir 4 h in einem Thermostat plus bei 37 °C inkubiert. Im

Anschluss wurden die Restriktionsenzyme entsprechend Herstellerangaben Hitze-inaktiviert und die
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Ansadtze Uber praparative Agarosegelelektrophorese aufgereinigt. Zur Linearisierung der pGAPZaA-
Plasmide wurde BspHI eingesetzt und das Volumen des zweiten Enzyms durch destilliertes Wasser

substituiert.

5.2.9 Ligation

Um die Elicitine schlieRlich in die Expressionsplasmide zu klonieren, wurden die verdauten Genfrag-
mente und Plasmide mit einer T4 DNA Ligase ligiert. Um eine optimale Ligation zu gewahrleisten,
wurde das Gen in 5-fachem Uberschuss zum Plasmid eingesetzt. Pro Ligationsansatz wurden 100 ng

Plasmid-DNA eingesetzt. Die Menge des Gens wurde Uber folgende Formel berechnet:

L Gen

L Plasmid *5+100ng

m [ng] =

Formel 1. Berechnung der benétigten Masse eines Gens zur Ligation mit 100 ng Plasmid-DNA.

m ‘ Masse Gen [ng]
L Gen ‘ Lange DNA-Fragment Gen [bp]
L Plasmid ‘ Lange DNA-Fragment Plasmid [bp]

Der Ligationsansatz wurde entsprechend Tabelle 9 angesetzt und fiir 2 h in einem Thermostat plus
bei 16 °C inkubiert. Zusatzlich zu den Ligationsansatzen wurde fiir jedes Plasmid eine Religations-
kontrolle angesetzt, in der statt des Genfragments destilliertes Wasser eingesetzt wurde. Nach 2 h
Reaktionszeit wurde die Ligase durch 10 min Inkubation bei 65 °C inaktiviert und die Ligationsansatze
und Religationskontrollen direkt im Anschluss in E. coli Top10 oder E. coli DH5a transformiert (siehe

Abschnitt 5.2.14.1).

Tabelle 9. Zusammensetzung eines Ligationsansatzes

Komponente Volumen
Gen mng
Plasmid 100 ng

10 x T4-Ligase-Puffer 1 plL

T4 DNA Ligase 200 U

destilliertes Wasser auf 10 plL auffillen

5.2.10 Polymerasekettenreaktion

Um eine Gensequenz von einem Plasmid zu amplifizieren, wurde eine Polymerasekettenreaktion
(PCR) in einem Mastercycler® personal durchgefiihrt. Um Fehler wahrend der Replikation der DNA
auf ein Minimum zu reduzieren, wurde die proof reading Phusion-Polymerase von New England
Biolabs® Inc. (Frankfurt) eingesetzt. Die PCR wurde mit den Reaktionsbedingungen durchgefiihrt,
welche in Tabelle 11 eingesehen werden kénnen. Der Ansatz wurde entsprechend Tabelle 10 ange-

setzt und die PCR gestartet. Als Reaktionspuffer diente gewdhnlich HF-Puffer, aulRer es wurde anders
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vermerkt. Im Anschluss an die PCR wurden die Ansatze lber praparative Agarosegelelektrophorese
aufgereinigt. War die Schmelztemperatur (T,,) der PCR-Primer unterschiedlich, wurde die niedrigere
der beiden Schmelztemperaturen zur Berechnung der Hybridisierungstemperatur verwendet. Lag die
Schmelztemperatur beider Primer (iber 72 °C, wurde die PCR in einem zweistufigen Temperaturpro-
gramm durchgefiihrt, in dem der Hybridisierungsschritt zu Gunsten einer verlangerten Elongation

von 30 s Ubersprungen wurde.

Tabelle 10. Zusammensetzung des Ansatzes einer Polymerasekettenreaktion

Komponente Ct

5 x Phusion® HF/GC Puffer 1x

parentale DNA 100 ng

10 mM dNTPs 200 uM

5 uM Primer A 0,5 uM

5 uM Primer B 0,5 uM

Phusion Polymerase (2 U/uL) 1U

(DMSO, optional) 0,02 %

destilliertes Wasser auf das Endvolumen auffillen

Tabelle 11. Reaktionsbedingungen einer Polymerasekettenreaktion

Zyklen Schritt Temperatur Dauer
1 Denaturierung 98 °C 30s
35 Denaturierung 98 °C 10s
Hybridisierung T, Primer-2°C  15-30s
Elongation 72 °C 15-30 s/kb
1 Elongation 72 °C 7 min

5.2.11 Kolonie-PCR

Um Gene in rekombinanten Plasmiden in E. coli und das B-Cinnamomingen cin in der chromosomalen
DNA von P. pastoris nachzuweisen, wurden Kolonie-PCRs durchgefiihrt. Da die Amplifikation aus-
schlieBlich der Uberpriifung der korrekten Klonierung diente, konnte eine Tag-Polymerase verwen-
det werden. Fir die Kolonie-PCR eines Plasmids aus E. coli wurde ein wenig Zellmaterial einer einzel-
nen Kolonie von einer LB-Agarplatte mit einer Pipettenspitze in 10 ulL destilliertem Wasser in einem
Eppendorfreaktionsgefald resuspendiert. Die Proben wurden fiir 10 min in einem Thermostat plus bei
95 °C denaturiert und anschlieRend fir 10 s mit 20238 x g abzentrifugiert. Fir die folgende Kolonie-
PCR wurden 3 plL des Uberstandes als parentale DNA eingesetzt. Als parentale DNA fiir die Kontrolle
der P. pastoris-Klone dienten 3 uL der isolierten chromosomalen DNA-L6sungen. Die Ansdtze wur-
den, wie in Tabelle 12 beschrieben, angesetzt und die PCR mit den Reaktionsbedingungen aus Tabel-
le 13 durchgefiihrt. Im Anschluss an die Kolonie-PCR wurden die Ansatze mittels Agarosegelelektro-

phorese Uberpriift.
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Tabelle 12. Zusammensetzung des Ansatzes einer Kolonie-PCR

Komponente Ct

10 x Tag-Puffer 1x

parentale DNA 3 plisolierte DNA-LOsung

10 mM dNTPs 0,2 mM

5 mM Primer A 0,5mM

5 mM Primer B 0,5 mM

Tag-Polymerase (5U/puL) 2,5U

destilliertes Wasser auf das Endvolumen auffiillen

Tabelle 13. Reaktionsbedingungen einer Kolonie-PCR

Zyklen Schritt Temperatur Dauer
1 Denaturierung 95 °C 3 min
35 Denaturierung 95 °C 10s
Elongation 72 °C 30s
1 Elongation 72 °C 7 min

5.2.12 Rationales Proteindesign

Zur Berechnung der Doppelmutanten von B-Cinnamomin mit reduzierter Disulfidbriickenanzahl (Di-
sulfidbriicken: Cys27/Cys56, Cys3/Cys71 und Cys51/Cys95) wurde YASARA mit der Versionsnummer
12.11.25 mit dem Plug-in FoldX Version 3.0 Beta 5.1 (c) [36,103] verwendet. Als Grundlage wurde
dafiir die PDB-Datei 2aib mit der B-Cinnamominkristallstruktur verwendet. In der PDB-Datei ist B-
Cinnamomin als Dimer dargestellt [98], zur Berechnung wurde jedoch nur Monomer A benutzt. Die
Struktur wurde lber die FoldX-Funktion ,Repair Object” (iberarbeitet, um jede Aminosaure in die
Standardrotamere-Konformation zu setzen. AnschlieRend wurden mittels der FoldX-Funktion
»Mutate multiple residues” 27 Basismutanten generiert, in denen jeweils das erste Cystein von einer
der drei Disulfidbriicken (Cys56, Cys71 oder Cys95) durch eine der Aminosduren Alanin, Serin, Threo-
nin, Valin, Leucin, Isoleucin oder Asparagin ausgetauscht und das zweite Cystein der jeweiligen Disul-
fidbricke (Cys27, Cys3 bzw. Cys51) durch Alanin ersetzt wurde. Dann wurde das zweite Cystein in
jeder der Basismutanten durch die Funktion ,Mutate residue” gegen alle 20 verschiedenen Amino-
sduren ausgetauscht und die Energiedifferenz AAG (kcal/mol) der generierten Doppelmutanten zur
jeweiligen Basismutante notiert. Im Anschluss wurden die energetisch sinnvollsten Doppelmutanten
ausgewahlt, die ausgetauschten Aminosauren durch die FoldX-Funktion ,Mutate multiple residues”
wieder gegen Cystein ausgetauscht und so die Energiedifferenz AAG der Doppelmutanten zum Wild-
typprotein berechnet. Die Varianten mit den niedrigsten Werten fiir AAG waren die Varianten mit

dem geringsten Stabilitatsverlust und wurden fiir die ortsspezifische Mutagenese ausgesucht.

Die ortsspezifische Mutagenese wurde mit dem PfuTurbo® Hotstart PCR Master Mix der Firma Stra-

tagene durchgefihrt. In einer PCR-Reaktion wurden 50 bis 100 ng pET-28a(+)MalEssCinHis-Plasmid-
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DNA mit den Primern aus Tabelle 16 amplifiziert. Die Primer wurden entsprechend der Anleitung des
QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene designt (Sequenzen siehe Tabelle 5
in Abschnitt 5.1.2) und die PCR entsprechend den Herstellerangaben mit dem Temperaturprogramm
aus Tabelle 15 durchgefiihrt. Die methylierte parentale DNA wurde mittels Dpnl verdaut (50 pL PCR-
Ansatz + 20 U Dpnl, 3 h bei 37 °C), der Ansatz anschlieBend aufgereinigt und in E. coli DH5a trans-
formiert (siehe Abschnitt 5.2.14.1). Alle Kolonien von jeweils einer Agarplatte wurden in 5 mL LB-
Medium resuspendiert und die Plasmide der Suspensionen isoliert (siehe Abschnitt 5.2.4). Die isolier-
ten Plasmidlosungen dienten als parentale DNA fiir die zweite ortspezifische Mutagenese, in der die
zweiten Cysteine C71, C56 und C95 ausgetauscht werden sollten. Der Ansatz wurde im Anschluss
wieder mit Dpnl verdaut und die Plasmide mit der Doppelmutation in E. coli DH5a transformiert (sie-

he Abschnitt 5.2.14.1).

Tabelle 14. Zusammensetzung des Reaktionsansatzes einer ortsspezifischen Mutagenese

Komponente Ct

Mastermix 1x
pET-28a(+)MalEssCinHis 50 - 100 ng

5 mM Primer A 0,2 mM

5 mM Primer B 0,2 mM

Destilliertes Wasser Auf Endvolumen auffillen

Tabelle 15. Temperaturprogramm einer ortsspezifischen Mutagenese

Zyklen Schritt Temperatur Dauer
1 Denaturierung 95 °C 2 min
16 Denaturierung 95 °C 30s
Hybridisierung 55 °C 60 s
Elongation 68 °C 5min30s

Tabelle 16. Primer fur die ortsspezifische Mutagenese zur Generierung der Doppelmutanten von -Cinnamomin

Mutation Forward-Primer Reverse-Primer

C3M C3MFwd C3MRev
C27M C27MFwd C27MRev
C51M C51MFwd C51MRev
C71S C71SFwd C71SRev
C71N C71NFwd C71NRev
C56A C56AFwd C56ARev
C56S C56SFwd C56SRev

Co5L C95LFwd C95LRev
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5.2.13 Herstellung kompetenter Zellen

5.2.13.1 Herstellung chemisch kompetenter Escherichia coli-Zellen

Chemisch kompetente E. coli-Zellen wurden nach der Methode von Hanahan hergestellt [45]. Alle
Materialien und Gebrauchsgegenstiande wurden vor Beginn bei 4 °C gelagert. Zunachst wurden
100 mL SOB-Medium mit 1 mL einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C und 250 rpm bis zu
ODggo = 0,5 inkubiert. Die Kultur wurde auf zwei gekihlte 50 mL Falcons aufgeteilt und 15 min auf Eis
inkubiert. Die E. coli-Zellen wurden 25 min mit 3220 x g bei 4 °C abzentrifugiert, der Uberstand ver-
worfen und die Zellpellets vorsichtig auf Eis in 8 mL kaltem RF1-Puffer resuspendiert. Die Suspension
wurde 15 min auf Eis inkubiert, mit 3220 x g bei 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Die Zellpellets wurden auf Eis vorsichtig in 2 mL kaltem RF2-Puffer resuspendiert und erneut 15 min
auf Eis inkubiert. Die kompetenten Zellen wurden dann zu je 80 pl in sterile gekihlte Eppendorfreak-

tionsgefaRe aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

5.2.13.2 Herstellung von elektrokompetenten Escherichia coli-Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen wurden alle Materialien und Gebrauchsgegenstan-
de vor Beginn der Arbeiten auf 4 °C gekihlt. Eine Kultur mit 250 mL LB-Medium wurde mit 2 mL einer
E. coli Ubernachtkultur inokuliert und bei 37 °C und 250 rpm bis zu einer ODgy = 0,5 herangezogen.
Die Kultur wurde in einen gekiihlten Zentrifugenbecher Gberfiihrt und 15 min auf Eis inkubiert. An-
schlieBend wurde 10 min mit 4424 x g bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zell-
pellet wurde vorsichtig in 250 mL eiskaltem, sterilem destilliertem Wasser resuspendiert und erneut
fiir 10 min mit 4424 x g bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen und das Zell-
pellet in 125 mL eiskaltem, sterilem destilliertem Wasser resuspendiert. Die Suspension wurde
15 min bei 4 °C und 4424 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Zellpellet in 20 mL eiskaltem
sterilen 10 % Glycerin resuspendiert und die Kultur in gekiihlte 50 mL Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt.
Die Zellen wurden 15 min bei 4 °C mit 11952 x g pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zell-
pellets in 2 mL eiskaltem sterilem 10 %-Glycerin resuspendiert und die kompetenten Zellen zu je
40 pl in gekiihlte sterile Eppendorfreaktionsgefalie aliquotiert. Die Zellen wurden in fllissigem Stick-

stoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

5.2.13.3 Herstellung elektrokompetenter Pichia pastoris-Zellen

P. pastoris X-33 wurde nach dem condensed protocol von Lin-Cereghino et al. hergestellt [24]. Eine
Ubernachtkultur von P. pastoris X-33 wurde hergestellt und damit 50 mL YPD-Medium mit einer
ODggo von 0,15 bis 0,2 inokuliert. AnschlieBend wurde die Kultur bei 30 °C und 250 rpm bis zu einer
ODggo von 0,8 bis 1,0 wachsen gelassen. Die Kultur wurde in ein 50 mL Falcon tberfiihrt und 5 min
mit 500 x g bei RT abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 9 mL eiskal-

tem sterilen BEDS mit 1 M DTT resuspendiert. Die Zellsuspension wurde fir 5 min bei 30 °C und
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100 rpm inkubiert und erneut 5 min mit 500 x g bei RT abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verwor-
fen und das Zellpellet in 1 mL BEDS ohne DTT resuspendiert. Die elektrokompetenten Zellen wurden
zu je 80 L in eiskalte sterile Eppendorfreaktionsgefalle aliquotiert und direkt im Anschluss fiir die

Transformation der pGAPZaA-Plasmide verwendet.
5.2.14 Transformation

5.2.14.1 Transformation in chemisch kompetente Escherichia coli-Zellen

Zunachst wurden 1-5 plL Plasmidlosung (ca. 100 ng) oder 10 ulL Ligationsansatz in ein steriles Eppen-
dorfreaktionsgefal pipettiert und 5 min auf Eis gestellt. Die DNA-L6sung wurde mit 80 puL kompeten-
ten E. coli-Zellen, die zuvor auf Eis aufgetaut wurden, gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. An-
schlieRend wurde der Transformationsansatz in einem Thermostat plus fir 90 s einem Hitzeschock
bei 42 °C ausgesetzt. Sofort im Anschluss wurden 900 pL LB-Medium hinzupipettiert und der Ansatz
fiir 1 h in einem Thermomixer 5436 bei 37 °C und 750 rpm inkubiert, um die Antibiotikaresistenzen
auszubilden. AnschlieBend wurde der Ansatz auf LB-Agarplatten ausgestrichen. Dazu wurden 100 pL
Ansatz direkt ausplattiert und der Rest 1 min mit 20238 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bis
auf 100 pL verworfen, das Zellpellet resuspendiert und ausgestrichen. Antibiotika wurden dem trans-
formierten Plasmid entsprechend eingesetzt (siehe Tabelle 8 in Abschnitt 5.2.1). Die LB-Agarplatten

wurden fir ca. 16 h bei 37 °C tiber Nacht inkubiert und anschlieRend bei 4 °C gelagert.

5.2.14.2 Transformation in elektrokompetente Escherichia coli-Zellen

Ein Aliquot mit 40 pL elektrokompetenter E. coli-Zellen wurde auf Eis aufgetaut und mit 1-2 pL Plas-
midldsung (ca. 100 ng) gemischt. Die Mischung wurde in eine Elektroporationsklvette (Elektroden-
abstand d = 2 mm) Gberfihrt und 5 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde die Klivette mit einem
Papiertuch von Eis und Kondenswasser befreit und der Transformationsansatz zligig in einem
Elektroporator 2510 mit 2500V fiir 5 ms elektroporiert. Direkt danach wurden 900 uL LB-Medium
hinzupipettiert und der Transformationsansatz 1 h in einem Thermomixer 5436 bei 37 °C und
750 rpm inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz, wie in Abschnitt 5.2.14.1 beschrieben, auf LB-

Agarplatten ausgestrichen.

5.2.14.3 Transformation elektrokompetenter Pichia pastoris-Zellen
P. pastoris X-33 wurde nach dem condensed protocol von Lin-Cereghino et al. transformiert, indem
das Expressionsplasmid linearisiert und vollstandig durch homologe Rekombination in die chromo-

somale DNA von P. pastoris integriert wurde [24].

Um die Plasmide pGAPZaACin und pGAPZaAHisCin zu linearisieren, wurde jeweils ca. 2 pug Plasmid-
DNA, wie in Abschnitt 5.2.8 beschrieben, mit BspHI verdaut. Um die linearisierte Plasmid-DNA zu

entsalzen, wurde die DNA im Anschluss aus dem Restriktionsansatz gefallt. Dazu wurden 3 uL 3 M
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Natriumacetat und 30 pL Isopropanol mit dem Ansatz gemischt. Die Mischung wurde fiir 1 h bei
-80 °C inkubiert und 30 min mit 20238 x g bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
DNA-Pellet mit 50 pL eiskaltem 70 %-Ethanol gewaschen und erneut 30 min mit 20238 x g bei 4 °C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, verworfen und das Pellet bei RT an
der Luft getrocknet, bevor es in 35 pL destilliertem Wasser resuspendiert wurde. AnschlieBend wur-
de die Konzentration mittels NanoDrop™ 1000 bestimmt und die entsalzte linearisierte Plasmidlo-

sung bei -20 °C gelagert, bis sie transformiert wurde.

Zur Transformation in P. pastoris wurden 1-2 uL der linearisierten Plasmidlésung (ca. 300 ng) mit
80 pL elektrokompetenten P. pastoris X-33-Zellen gemischt, in eine Elektroporationskiivette (Elekt-
rodenabstand d = 2 mm) gefillt und 5 min auf Eis inkubiert. Die Kilivette wurde mit einem Tuch von
Eisrickstanden und Kondenswasser befreit und die Losung im Elektroporator 2510 bei 1500 V fiir 5
ms elektroporiert. Direkt im Anschluss wurden 0,5 mL YPD-Medium und 0,5 mL sterile 1 M Sorbitol-
I6sung hinzugegeben und die Zellen durch langsames Invertieren vorsichtig gemischt. Die Zellsuspen-
sion wurde anschlieBend fiir 2 h in einem Thermomixer 5436 bei 30 °C und 250 rpm inkubiert. Da-
nach wurden die transformierten P. pastoris-Zellen wie in Abschnitt 5.2.14.1 beschrieben auf YPD-
Agarplatten mit 100 pg/mL Zeocin ausplattiert. Die Agarplatten wurden 72 h bei 30 °C inkubiert und

anschlieRend bei 4 °C im Kiihlschrank aufbewahrt.

5.2.15 Expression in Escherichia coli

In E. coli wurde die Expression der vier Elicitine mit und ohne His-tag im Cytoplasma der E. coli-
Stamme SHuffle® T7 und SHuffle® T7 Express getestet und die Expression und Sekretion der B-
Elicitine in das Periplasma der E. coli-Stamme BL21(DE3) und C43(DE3) untersucht. Zudem wurden
sowohl CYP154C5, Pdx und PdR, als auch CYP154C5, Pdx, PdR und B-Cinnamomin in E. coli C43(DE)

coexprimiert.

5.2.15.1 Expression der Elicitine im Schiittelkolben

Zunichst wurde eine Ubernachtkultur eines E. coli-Stammes, transformiert mit einem der Expres-
sionsplasmide, hergestellt. Mit dieser wurden 25 - 250 mL TB-, TBS- oder LB-Medium mit Antibiotika
entsprechend Tabelle 8 (siehe Abschnitt 5.2.1) in einem Erlenmeyerkolben mit einer ODgyo von 0,05
bis 0,1 angeimpft und bei 37 °C und 250 rpm bis ODgy = 1 inkubiert. Bei Erreichen von ODgg = 1 wur-
de die Expression der Elicitine mit pET-28a(+) und pET-22b(+) durch 0,2 - 0,8 mM IPTG und die Ex-
pression der Elicitine mit pBADN durch 0,002 - 0,2 % Arabinose induziert und die Kulturen fiir 24 -
48 h bei Temperaturen von 15-37 °C und 250 rpm inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen durch
20 - 30 min Zentrifugation mit 17696 x g bei 4 °C geerntet und die Zellpellets bis zur Proteinaufreini-
gung bei -20 °C gelagert. Um die Expression der Elicitine zu tiberpriifen, wurden wahrend der Expres-

sion zu unterschiedlichen Zeitpunkten Proben zur Analyse mittels SDS-PAGE genommen.
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5.2.15.2 Expression von f3-Cinnamomin im Fermenter

Die Expressionen im 4,5 L- und 10 L-Malistab wurden in einem Biostat® M bzw. Biostat® ED nach
dem Batch-Prinzip durchgefiihrt. Eine Ubernachtkultur von E. coli C43(DE3), transformiert mit pET-
28a(+)MalEssCinHis, wurde hergestellt. Eine bzw. zwei Vorkulturen mit je 250 mL TB-Medium mit
50 ug/mL Kanamycin wurden mit der Ubernachtkultur angeimpft und iiber Nacht fiir ca. 16 h bei
37 °Cund 250 rpm inkubiert. Der Fermenter wurde mit 4,05 bzw. 8,55 L TB-Medium autoklaviert und
das Medium anschliefend mit 450 mL bzw. 950 mL Kaliumphosphatpuffer fiir TB-Medium auf das
Endvolumen aufgefillt. Der pH-Wert wurde vor Start der Fermentation mit 5 M NaOH und 5 M H;PO,
auf pH 7,0 geregelt. Ein bis drei Tropfen Antifoam 204 und 50 pg/mL Kanamycin wurden steril hinzu-
gefligt und die Begasung auf 2 bzw. 5 L/min eingestellt. Der Fermenter wurde jeweils mit der gesam-
ten Vorkultur angeimpft und bei 37 °C und 300 rpm bis zu einer ODgy = 1 inkubiert. Die B-
Cinnamominexpression wurde mit 0,4 mM IPTG induziert und die Kultur fiir 24 h bei 30 °C und
300 rpm bei konstanter Begasung inkubiert. Das Wachstum der Kulturen wurde durch ODggg-
Messung kontrolliert. Wahrend der Expression wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten Proben

genommen, damit die Expression auf dem SDS-Gel analysiert werden konnte.

5.2.15.3 Coexpression von CYP154C5, Pdx, PdR und f-Cinnamomin im Schiittelkolben

Zur Coexpression von CYP154C5, Pdx, PdR und B-Cinnamomin wurde eine Ubernachtkultur von E. coli
C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB pET-28a(+)MalEssCinHis hergestellt. Mit der Ubernachtkultur
wurden 500 mL TB-Medium in einem 2 L-Erlenmeyerkolben mit 10 pg/mL Tetracyclin, 25 pug/mL
Chloramphenicol und 50 pg/mL Kanamycin angeimpft. Die Kultur wurde bei 37 °C und 250 rpm bis zu
einer Zelldichte von ODgy = 1 herangezogen, anschliefend die Expression aller vier Proteine mit
0,4 mM IPTG induziert und die Kultur fiir 48 h bei 30 °C und 250 rpm weiter inkubiert. Gleichzeitig
mit der Induktion wurden 500 pL 1000 x Spurenelementlosung und 0,5 mM 6&-Ala hinzugegeben.
Nach 48 h wurde eine Probe genommen, die Zellen durch Zentrifugation mit 11325 x g und 4 °C fur

20 min geerntet und in drei Zellpellets bei -20 °C gelagert.

5.2.15.4 Coexpression von CYP154C5, Pdx und PdR im Fermenter

Die Expressionen von E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB im 10 L-MaRstab zur Lagerung bei
-20 °C wurde in einem Biostat® ED nach dem Batch-Prinzip durchgefiihrt. Eine Ubernachtkultur von E.
coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB wurde hergestellt und zwei Vorkulturen mit je 250 mL TB-
Medium mit 10 pg/mL Tetracyclin und 25 pg/mL Chloramphenicol mit der Ubernachtkultur an-
geimpft. Die Vorkulturen wurden Gber Nacht fiir ca. 16 h bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. Der Fer-
menter wurde mit 8,55 L TB-Medium autoklaviert, das Medium anschlieBend mit 950 mL Kalium-
phosphatpuffer fiir TB-Medium aufgefiillt und der pH-Wert mit 5 M NaOH und 5 M H;PO, auf pH 7,4

eingestellt. Ein bis drei Tropfen Antifoam 204, 10 pg/mL Tetracyclin, 25 ug/mL Chloramphenicol,
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10 mL 1000 x Spurenelementlésung und 0,5 mM 6-ALA wurden steril hinzugefligt und die Begasung
auf 5 L/min eingestellt. Die Hauptkultur im Fermenter wurde anschlieBend mit beiden Vorkulturen
angeimpft, bis zu ODgg = 1 bei 30 °C und 300 rpm inkubiert und dann die Expression mit 0,8 mM
IPTG induziert. AnschlieBend wurde die Kultur fir 24 h mit 300 rpm bei 30 °C weiter inkubiert. Nach
24 h wurden eine Probe genommen, die Hauptkultur anschliefend in mehreren Schritten durch Zent-

rifugation bei 11325 x g und 4 °C fiir 20 min geerntet und in mehreren Zellpellets bei -20 °C gelagert.

5.2.16 Expression in Pichia pastoris im Schiittelkolben

P. pastoris X-33 wurde zur konstitutiven Expression des Elicitins B-Cinnamomin getestet. Eine Uber-
nachtkultur von P. pastoris X-33, transformiert mit pGAPZaACin oder pGAPZaAHisCin, wurde herge-
stellt und eine Kultur mit 50 mL YPD- oder YNB-Medium mit 100 pg/mL Zeocin mit einer Zelldichte
von ODgy = 0,1 angeimpft. Da pGAPZaA ein Plasmid mit konstitutivem GAP-Promotor ist, wurden die
Zellen im Anschluss 72 - 96 h bei 30 °C und 250 rpm inkubiert, ohne dass die Expression zusatzlich
induziert werden musste. Im Anschluss an die Expression wurden die Zellen durch 30 min Zentrifuga-
tion bei 17696 x g bei 4 °C geerntet. Der Kulturiiberstand wurde in ein frisches Gefal} tberfihrt, die
Proteine durch Ammoniumsulfatfallung oder Filtration aufkonzentriert und auf dem SDS-Gel analy-
siert. Zusatzlich wurde direkt nach dem Animpfen der Hauptkultur und zu verschiedenen Zeitpunkten

der Expression jeweils zusatzlich eine Probe genommen, die mittels SDS-PAGE untersucht wurde.
5.2.17 Probenahme zur Analyse der Expressionen mittels SDS-PAGE

5.2.17.1 Probenahme der Escherichia coli-Expressionen

Zur Analyse der Expressionen mittels SDS-PAGE und Western-Blot wurden alle Proben mit einer glei-
chen Menge an Zellen genommen, damit die Expression pro Zelle unabhdngig von der Zelldichte un-
tersucht werden und immer dieselbe Menge Protein auf die SDS-Gele aufgetragen werden konnte.
Um die Zellemenge der Proben zu vereinheitlichen, wurden jeweils eine Probe mit einer Zellmenge
genommen, die einer Probe mit 1 mL Volumen und einer Zelldichte von ODgy = 5 entsprach. Die
Proben wurden 1 min mit 20238 x g abzentrifugiert, mit destilliertem Wasser in einer Zelldichte von
ODggo = 20 resuspendiert und durch Ultraschall mit einem Vibra-Cell™ VCX130 Sonifikator durch drei
Zyklen von je 30 s Dauer und 45 s Pause mit einer Amplitude von 45 % auf Eis aufgeschlossen. Die
Zelltrimmer wurden 10 min mit 20238 x g abzentrifugiert, der Uberstand mit dem I&slichen Protein
in ein frisches Eppendorfreaktionsgefal iberfiihrt und das Zellpellet in demselben Volumen wieder

resuspendiert.

5.2.17.2 Isolierung der periplasmatischen Fraktion von Escherichia coli-Proben
Eine Probe einer E. coli-Expression wurde, wie im vorherigen Abschnitt 5.2.17.1 beschrieben, ge-

nommen. Das Zellpellet wurde in 500 pL Spheroblastpuffer resuspendiert und 15 min auf Eis inku-
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biert. Die Zelltrimmer und die cytoplasmatische Fraktion wurden 10 min mit 1150 x g abzentrifugiert
und der Uberstand mit der periplasmatischen Fraktion in ein frisches Eppendorfreaktionsgefal tiber-
fiihrt. Das Pellet wurde in 500 pL 50 mM MES-Puffer pH 6,5 resuspendiert und 90 s mit einem Vor-
tex-Genie® 2 gevortext, um die cytoplasmatische Fraktion von den Zelltrimmern zu I6sen. Die Sus-
pension wurde 5 min mit 20238 x g abzentrifugiert, der Uberstand mit der cytoplasmatischen Frakti-
on in ein frisches Eppendorfreaktionsgefald Gberfiihrt und das Pellet mit den Zelltriimmern in 500 pL

50 mM MES-Puffer pH 6,5 resuspendiert.

5.2.17.3 Probenahme der Pichia pastoris-Expressionen

Um die Expression der P. pastoris-Expressionen zu untersuchen, wurde jeweils 1 mL Probe genom-
men und 1 min bei 20238 x g abzentrifugiert. Der Kulturliberstand wurde in ein frisches Eppendorf-
reaktionsgefaR (berfihrt, die Zellpellets in 500 uL PBS-Puffer pH 7,4 resuspendiert und durch drei
Zyklen von je 30 s Dauer sowie 30 s Pause auf Eis durch Ultraschall mit dem Vibra-Cell™ VCX130 mit
einer Amplitude von 65 % aufgeschlossen. Die Proben wurden 30 min mit 20238 x g abzentrifugiert,
der zellfreie Extrakt in ein frisches Eppendorfreaktionsgefal} tGberfiihrt und das Zellpellet in 500 uL
PBS-Puffer pH 7,4 resuspendiert.

5.2.18 Isolierung der periplasmatischen Fraktion von Escherichia coli

Das Zellpellet einer 500 mL Expression von E. coli C43(DE3) pET-28a(+)MalEssCin wurde in 35 mL
Spheroblastpuffer resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Die Zelltrimmer und die cytoplasmati-
sche Fraktion wurden 3,5 h mit 3220 x g abzentrifugiert und der Uberstand mit der periplasmati-
schen Fraktion in ein frisches Falcon Uberfiihrt. Das Pellet wurde in 35 mL 50 mM Tris-HCI pH 8,0
resuspendiert, 5 min mit einem Vortex-Genie® 2 gevortext und 30 min mit 47808 x g abzentrifugiert.
Der Uberstand mit der cytoplasmatische Fraktion wurde in ein frisches Falcon iberfiihrt und das
Pellet mit den Zelltrimmern in 35 mL 50 mM Tris-HCl pH 8,0 resuspendiert. Die Periplasmatische
Fraktion wurde Uber Nacht in einem Spectra/Por Dialyseschlauch mit einem molecular weight cuf off
(MWCO) von 3,5 kDa bei 4 °C gegen 20 mM MES pH 6,5 dialysiert und im Anschluss filtriert (Poren-

weite @ = 0,2 um).

5.2.19 Zellaufschluss

Das Zellpellet einer Elicitinexpression wurde in 2 - 3 mL/gpeie: Puffer resuspendiert, 60 s mit dem
Vibra-Cell™ VCX130 Sonifikator mit 45 % Amplitude homogenisiert und in fiinf Zyklen mit 1500 bar in
der EmulsiFlex-C3 French-Press auf Eis aufgeschlossen. Alternativ wurden das Zellpellet durch
zehn Zyklen mit je 30 s Sonifikation mit einer Amplitude von 65 % und je 45 s Pause zwischen den
Pulsen auf Eis aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden durch 30 min Zentrifugation mit 47808 x g
bei 4 °C pelletiert. Der zellfreie Uberstand wurde in 50 mL Falcons Giberfiihrt und mit einem Spritzen-

filter (Porenweite @ = 0,45 - 0,8 um) filtriert.
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5.3 Biochemische Methoden

5.3.1 Tris-Tricin-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Die Tris-Tricin-SDS-PAGE wurde nach der Methode von Schagger und von Jagow durchgefihrt [100],
die an das Mini PROTEAN® Tetra Cell SDS-PAGE System der Firma Bio-Rad angepasst wurde.

Um Proben fiir die SDS-PAGE vorzubereiten, wurden 18 plL Probe mit 6 uL 4 x SDS-PAGE Ladepuffer
gemischt und fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Die Proben wurden fiir 5 s in einer Tischzentrifuge mit
9391 x g anzentrifugiert und anschlieend direkt fiir die SDS-PAGE verwendet oder bei -20 °C einge-

froren. Die Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 17 aufgefihrt.

Tabelle 17. Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels fiir ein Gel der SDS-PAGE

Komponente Trenngel Sammelgel
Destilliertes Wasser 1,295 mL 720 uL
40 % Acrylamid-Losung 1,180 mL 130 plL
SDS-PAGE-Gelpuffer pH 8,45 1,575 mL -
SDS-PAGE-Gelpuffer pH 6,8 - 125 plL
Glycerin 600 plL -

10 % SDS-Losung - 10 uL

10 % APS-L6sung 40 uL 10 L
TEMED 10 pL 1L

Nach dem Polymerisieren wurde das SDS-Gel in die Mini PROTEAN® Tetra Cell-Kammer eingesetzt.
Die innere Kammer zwischen zwei Gelen wurde mit 1 x Kathodenpuffer und die duRere Kammer mit
1 x Anodenpuffer gefiillt. Die Proben wurden aufgetragen und das Gel 10 min bei 90 V laufen gelas-
sen, bis die Proben aus dem Sammelgel in das Trenngel gelaufen waren. Anschliefend wurde die
SDS-PAGE fiir 70 bis 80 min bei 150 V fortgesetzt, bis der blaue Farbstoff des SDS-PAGE Ladepuffers
aus dem Gel diffundierte. Das Gel wurde fir 10 min in SDS-PAGE Farbelosung gefarbt und anschlie-

Rend 1 hin 10 % Essigsaure entfarbt.

5.3.2 Western Blot

Um B-Cinnamomin spezifisch auf SDS-Gelen nachzuweisen, wurden Western Blots mit dem Semi-Dry
Western Blot System durchgefiihrt. Zur Detektion von B-Cinnamomin wurde das QlAexpress
Detection and Assay Kit verwendet, welches ein Konjugat aus Ni-NTA und Alkalischer Phosphatase

enthalt, das spezifisch an den His-tag bindet.

Nitrozellulosemembran und zwei Stiicke Whatman Gel Blotting-Papier wurden auf die GroRe des
SDS-Gels zurechtgeschnitten, die Nitrozellulosemembran 10 min in 1 x Transferpuffer aktiviert und
das Whatman Papier in 1x Transferpuffer getrankt. Ein SDS-Gel wurde, wie in Abschnitt 5.3.1 be-
schrieben, hergestellt, im Anschluss an die Elektrophorese jedoch nicht gefarbt, sondern 1 min in

Transferpuffer gewaschen. Eines der beiden Whatman-Papierstiicke wurde auf die Kathode gelegt.
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Darauf folgten die Nitrozellulosefolie, das SDS-Gel und das zweite Stiick Whatman Papier, wie in Ab-
bildung 58 dargestellt. AbschlieRend wurde die Anode befestigt und der Western Blot 80-90 min mit

60 mA pro Gel laufen gelassen.

Whatman-Papier —p | ]
e «— SDS-Gel

Nitrozellulosefolie ~ —- |
<€— Whatman-Papier

Abbildung 58. Aufbau eines Western Blots im Semi-Dry Western Blot System

Nach dem Blotten wurde die Membran 5 min in TBS-Puffer gewaschen und mit Ponceau-Rot ange-
farbt. Die Laufspuren wurden mit einem Stift markiert und die Membran in TBS-Puffer wieder ent-
farbt. AnschlieBend wurde die Membran 1 h in 3 % BSA, gel6st in TBS-Puffer, geblockt. Die Membran
wurde einmal fiir 10 min in TBS-Puffer und zweimal fir je 10 min in TBST-Puffer gewaschen. Im fol-
genden Schritt wurde die Membran fir 1 h mit dem 1:1000 in TBS-Puffer verdiinnten Ni-NTA-AP Kon-
jugat inkubiert. AnschlieRend wurden die drei Waschschritte, einmal flir 10 min in TBS- und zweimal
fiir je 10 min in TBST-Puffer, wiederholt. Zur Sichtbarmachung der B-Cinnamomin-Banden wurde die
Membran in 1 mL BCIP/NBT Purple Liquid-Substrat im Dunkeln fiir 1 - 5 min inkubiert, bis die Banden
deutlich zu erkennen waren. Zum Abstoppen der Farbreaktion wurde die Membran in destilliertem

Wasser gewaschen.

5.3.3 Ammoniumsulfatfallung

Um den KulturGberstand der P. pastoris-Expressionen auf sekretiertes f-Cinnamomin zu untersu-
chen, wurden die Proteine des Kulturiiberstandes zunachst durch Ammoniumsulfatfallung aufkon-
zentriert, bevor sie Uber Kationenaustauschchromatographie aufgereinigt werden konnten. Dazu
wurde der Kulturtiberstand einer 50 mL P. pastoris-Expression mit 200 mL einer gesattigten Ammo-
niumsulfatlésung gemischt und die Mischung tGber Nacht fiir ca. 16 h bei 4 °C inkubiert. Die prazipi-
tierten Proteine wurden durch 45 min Zentrifugation mit 17696 x g bei 4 °C pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 2 mL PBS-Puffer pH 7,4 resuspendiert und mittels SDS-PAGE ana-

lysiert.

5.3.4 Kationenaustauschchromatographie
Die Kationenaustauschchromatographien wurden {iber eine an eine AKTAprime™ angeschlossene

XK26 Saule mit 25 mL Toyopearl Super SP-650c durchgefiihrt.

5.3.4.1 Aufreinigung der gefillten Proteine des Kulturiiberstandes der Pichia pastoris-
Expression
Das Konzentrat einer Ammoniumsulfatfallung des Kulturiiberstandes einer 50 mL P. pastoris-

Expression wurde mit Bindepuffer pH 6,5 auf ein Volumen von 40 mL aufgefillt und auf eine mit 5 SV
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20 mM MES pH 6,5 equilibrierte Saule aufgetragen. Das gebundene Protein wurde in 100 mL Elu-
tionspuffer pH 6,5 durch einen Gradienten von 0 bis 100 % Elutionspuffer pH 6,5 tGiber 100 mL eluiert.
Wahrend des Auftragens der Probe und wahrend der Elution wurde der Durchfluss in 5 mL-
Fraktionen gesammelt, die im Anschluss an die Aufreinigung mittels SDS-PAGE auf B-Cinnamomin

untersucht wurden.

5.3.4.2 Aufreinigung der periplasmatischen Fraktion Escherichia colis
Die isolierte periplasmatische Fraktion einer 500 mL Expression von E. coli C43(DE3) wurde auf eine
mit 5 SV 20 mM MES pH 6,5 equilibrierte Saule aufgetragen und, wie im voran gegangenen Abschnitt

5.3.4.1 beschrieben, mittels Kationenaustauschchromatographie aufgereinigt.
5.3.5 Immobilisierte Metallionenaffinititschromatographie

5.3.5.1 Aufreinigung von a-Capsicein, a-Megaspermin, f-Cinnamomin und [-Cryptogein
mittels Protino® Ni-IDA-Sdulen
Fir die Aufreinigung der vier Elicitine mittels His-tag im kleinen TestmaBstab wurden Protino Ni-IDA
2000-Saulen verwendet. Die Zellpellets von 250 mL Expressionen der vier Elicitine mit pET-28a(+) in
E. coli SHuffle® T7 Express wurden in jeweils 2 mL 1 x LEW Buffer resuspendiert. Lysozym wurde in
einer Konzentration von 1 mg/mL hinzugefligt und die Zellsuspensionen 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurden die Losungen 3 x 30 s mit dem Vibra-Cell™ VCX130 Sonifikator mit 50 % Ampli-
tude aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden durch 30 min Zentrifugation mit 20238 x g bei 4 °C
abgetrennt. Vier Protino Ni-IDA 2000-Sdulen wurde mit je 4 mL 1 x LEW Puffer equilibriert, das zell-
freie Lysat eines der vier Elicitins auf jeweils eine der Sdule aufgetragen und die Elicitine im Anschluss

mit drei mal 3 mL 1 x Elution Buffer in je drei Fraktionen eluiert.

5.3.5.2 Aufreinigung der resolubilisierten -Cinnamominlésung

Die Aufreinigung der resolubilisierten B-Cinnamominlésung unter denaturierenden Bedingungen
erfolgte nach dem Gravity flow-Prinzip Gber eine Poly-Prep®-Chromatographiesdule mit 2,5 mL Ni
Sepharose™ 6 Fast Flow. Die Sdule wurde mit 5 SV gefiltertem und entgastem destilliertem Wasser
gewaschen und mit 10 SV Lysispuffer pH 7,4 mit 6 M Harnstoff equilibriert. Danach wurde die B-
Cinnamominlosung auf die Sdule geladen und zweimal mit 5 SV Waschpuffer pH 7,4 mit 6 M Harn-
stoff gewaschen. AnschlieRend wurde das Protein in ein bis vier Elutionsfraktionen mit je 3 - 5 mL
Elutionspuffer pH 7,4 mit 6 M Harnstoff eluiert. Die Sdule wurde anschlieRend jeweils mit 10 SV des-
tilliertem Wasser gespilt und in 20 % Ethanol gelagert. Von dem Durchfluss der aufgetragenen Elici-
tinlésung, den Waschschritten und den Elutionsfraktionen wurden jeweils Proben genommen und

auf dem SDS-Gel analysiert.
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5.3.5.3 Aufreinigung der periplasmatischen [-Cinnamomin- und [-Cryptogein-
expressionen

Zur Aufreinigung der Expressionen der beiden periplasmatisch Giber IMAC wurden 5 mL HisTrap™ HP-

Saulen und eine XK26 Chromatographiesdule mit 25 mL Ni Sepharose™ 6 Fast Flow verwendet, die an

die AKTAprime™ oder den AKTApurifier™ angeschlossen waren. Stripping und Cleaning-in-place der

Saulen wurde laut Ni Sepharose™ 6 Fast Flow-Herstellerhandbuch durchgefihrt.

Das destillierte Wasser und die Puffer, die zur Aufreinigung verwendet wurden, wurden vor Verwen-
dung filtriert (Porenweite @ = 0,4 um) und entgast. Die chromatographische Aufreinigung wurde
Uber die Leitfahigkeit verfolgt und der Proteingehalt (iber die A,g, detektiert. Die Saulen wurden mit
10 - 15 SV destilliertem Wasser gesplilt, bis sich die gemessene Leitfahigkeit und die A,z stabilisier-
ten. Im Anschluss wurden die Saulen mit 10 - 15 SV Lysispuffer equilibriert bis sich die Leitfahigkeit
und die Absorption bei 280 nm wieder stabilisierten. Das zellfreie Extrakt wurde auf die Saule gela-
den und die Sdule anschlieffend mit 10 - 15 SV Lysispuffer gesplilt, bis das ungebundene Protein von
der Saule gewaschen war. Alternativ wurde die Saule mit 10 - 15 SV Waschpuffer mit einer erhéhten
Imidazolkonzentration gewaschen, um unspezifisch gebundenes Protein schneller zu eluieren. An-
schlieBend wurde das Protein mit einem Gradienten von 0 auf 100% Elutionspuffer in 100 mL eluiert.
Im Anschluss an die Elution wurde die Sdule mit 10 - 15 SV destilliertem Wasser gewaschen, mit
10 SV 20 % Ethanol gespllt und bei 4 °C gelagert. Mittels eines Fraktionssammlers wurden wahrend
des Probenauftrags ein bis drei Fraktionen von je ca. 1 mL Probenvolumen und wahrend der gesam-
ten Elution Fraktionen von je 3 mL Volumen gesammelt und anschlieBend mittels SDS-PAGE analy-

siert.

5.3.6 Riickfaltung von 3-Cinnamomin aus inclusion bodies

Zur lIsolierung der inclusion bodies und der Resolubilisierung B-Cinnamomins wurde das Zellpellet
einer 1 L-Expression von E. coli SHuffle® T7 Express pET-28a(+)HisCin in 35 mL Resolubilisierungspuf-
fer resuspendiert. AnschlieRend wurde die Zellsuspension durch finf Zyklen mit 1500 bar in der
EmulsiFlex-C3 French-Press auf Eis aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden durch 30 min Zentrifuga-
tion mit 47808 x g abzentrifugiert. Der zellfreie Uberstand mit dem resolubilisierten B-Cinnamomin
wurde entnommen, das Pellet in 35 mL Resolubilisierungspuffer resuspendiert und jeweils eine Pro-
be des Uberstandes und des Pellets fiir die SDS-PAGE genommen. Der Uberstand wurde im Anschluss
in zwei Schritten mittels IMAC unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigt (siehe Abschnitt
5.3.5.2) und die Elutionsfraktionen, die B-Cinnamomin enthielten, vereinigt. Um das resolubilisierte
und aufgereinigte B-Cinnamomin zuriickzufalten, wurden die vereinigten Elutionsfraktionen in einem
Spectra/Por-Dialyseschlauch mit einem MWCO von 3,5 kDa gegen 0,4 M Tris-HCl pH 8,5 mit 1,5 mM
reduziertem Glutathion und 0,3 mM oxidiertem Glutathion dialysiert. Dazu wurde die B-

Cinnamominlosung in den vorgequollenen Dialyseschlauch gefillt, Luft entfernt und der Beutel ver-
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schlossen. Die Elicitinlosung wurde dann lber Nacht fir ca. 16 h bei 4 °C und langsamem Rihren
gegen den Tris-Puffer dialysiert. Das Volumen des Tris-Puffers betrug 100 x das Volumen der zu dialy-

sierenden Elicitinlésung.
5.3.7 Aufkonzentrieren und Umpuffern der aufgereinigten Elicitinlosungen

5.3.7.1 Aufkonzentrieren

Elicitinlésungen mit einem Volumen bis 50 mL wurden mittels Ultrafiltration in Amicon Ultra-15
Centrifugal-Filtern mit einem MWCO von 3 kDa in mehreren Zentrifugationsschritten von je 10 min
bei 3220 x g und 4 °C aufkonzentriert. Fiir Volumina von mehr als 50 mL wurde eine 200 mL-Riihrzelle
Modell 8200 (Zellendurchmesser @ = 63,5 mm) mit einer Ultracel Ultrafiltrationsmembran mit einem
nominal molecular weight limit (NMWL) von 3 kDa (Filterdurchmesser @ = 63,5 mm) mit einem Vor-

druck von 20 psi und einer Flussrate von ca. 0,5 mL/min bei RT eingesetzt.

5.3.7.2 Umpuffern

Um Elicitinlésungen in den Lagerpuffer umzupuffern, wurden sie tiber eine PD-10 Saule aufgereinigt.
Die PD-10-Saule wurde mit 5 SV destilliertem Wasser gewaschen und anschliefend mit 5 SV Zielpuf-
fer equilibriert, bevor 2,5 mL Elicitinlésung auf die Sdule aufgetragen wurden. Das gebundene Protein
wurde anschlieRend in 3,5 mL Zielpuffer eluiert. Von jedem Teilschritt wurde eine Probe genommen,

die durch SDS-PAGE analysiert wurde.

Alternativ wurde die Elicitinlésung mit Hilfe einer 200 mL-Riihrzelle Modell 8200 in den Lagerpuffer
umgepuffert. Um die Losung mittels der 200 mL-Riihrzelle Modell 8200 umzupuffern, wurden die
konzentriert Losung in mehreren Zyklen mit Lagerpuffer aufgefillt und, wie im voran gegangenen

Abschnitt 5.3.7.1 beschrieben, wieder aufkonzentriert.
5.3.8 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

5.3.8.1 Bradfordassay

Zur Bestimmung des Gesamtproteingehalts der zellfreien Extrakte der Elicitinexpressionen und der
Expression von E. coli C43(DE3) pIT2cyp154C5 pACYCcamAB bzw. E. coli C43(DE3) pIT2cyp154C5 pA-
CYCcamAB pET-28a(+)MalEssCinHis wurde ein Bradfordassay, entsprechend dem Mikroansatz der
Roti®-Quant Gebrauchsanweisung von Carl ROTH, durchgefiihrt. Dazu wurden 200 pL Roti®-Quant
5 x Konzentratlésung mit 800 uL Probe gemischt und 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die
Absorption der Reaktionsansatze im Biophotometer plus bei A = 595 nm bestimmt, wobei ein Reakti-
onsansatz mit Puffer als Blindwert diente. Anschliefend konnte die Konzentration der Proteinldsun-

gen mit Hilfe der ermittelten Absorption lber eine BSA-Kalibrationsgerade bestimmt werden.
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Zur Herstellung der BSA-Kalibrationsgerade wurde eine BSA-Verdiinnungsreihe mit Konzentrationen
von 2, 5, 10, und 20 pg/mL in je 1 mL destilliertem Wasser hergestellt. Ein Reaktionsansatz mit destil-
liertem Wasser diente dabei als Blindwert. Zum Erstellen der Kalibrationsgeraden wurde die Konzent-
ration der Verdiinnungsreihe gegen die Absorption bei 595 nm aufgetragen (siehe Abbildung 78 in

Abschnitt 7.4).

5.3.8.2 Experion

Die Konzentration der riickgefalteten B-Cinnamominlésungen wurde durch das Experion™ Pro260
Analysis Kit entsprechend den Herstellerangaben mit internem BSA-Standard bestimmt. Die durch
die Probenpraparation erfolgte Verdlinnung der Elicitinlésung wurde durch die folgende Formel her-

aus gerechnet:

c [@ _p.° (BSA)sou L€ (Cin)
ml ¢ (BSA) ;e . 1000

Formel 2. Berechnung der B-Cinnamominkonzentration der riickgefalteten B-Cinnamominldsungen unter Bericksichtigung
des Verdiinnungsfaktors durch die Probenvorbereitung.

c B-Cinnamominkonzentration (mg/mL)

D Verdinnungsfaktor (D = S )

¢ (BSA)soi BSA-Konzentration Sollwert in der Probe [ng/uL]

¢ (BSA),s: Durch das Experion bestimmte BSA-Konzentration [ng/pL]

c (Cin) Durch das Experion bestimme B-Cinnamominkonzentration [ng/uL]

5.3.8.3 Absorption bei einer Wellenldnge von A = 280 nm

Zur Bestimmung der Konzentration der aufgereinigten Elicitinlésungen wurde die Absorption bei A =
280 nm im NanoDrop™ 1000 Spektrophotometer mit einer simulierten Schichtdicke von d = 1 cm
bestimmt. Die Konzentration der Losung konnte anschlieRend Uber den theoretischen Extinktions-
koeffizienten € und die Molare Masse M mit der folgenden Formel berechnet werden:

mg

A D
280 * « M
mL

cl71= 4

Formel 3. Berechnung einer Proteinkonzentration mittels der Absorption bei A = 280 nm.

c Elicitinkonzentration (mg/mL)
Asso Absorption bei A = 280 nm
D Verdinnungsfaktor

Extinktionskoeffizient (M™* cm™)

d Schichtdicke (cm)
M Molare Masse des Elicitins (g/mol)
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Zur Berechnung der Konzentration der aufgereinigten und umgepufferten B-Cinnamominlésungen
der periplasmatischen Expressionen mit C-terminalem His-tag wurden der Extinktionskoeffizient € =
7825 M cm™ und eine Molare Masse von 11627 g/mol benutzt. Zur Berechnung der Konzentration
der aufgereinigten B-Cryptogeinlésung wurden der Extinktionskoeffizient € = 7825 M™ cm™ und eine

molare Masse von M = 11668 g/mol verwendet.

5.3.9 Dehydroergosterolassay

Der DHE-Assay wurde basierend auf der Methode von Mikes et al. [76] durchgefiihrt. Der Anstieg der
Fluoreszenz des DHEs durch die Zugabe von Elicitin wurde mit dem Anstieg der Fluoreszenz vergli-
chen, der gemessen werden konnte, wenn BSA mit DHE gemischt wurde. DHE (Ergosta-5,7,9(11),22-
tetraen-3B-ol, CAS Nummer: 516-85-8) wurde von Sigma Aldrich erworben, in einer Konzentration
von 500 uM in Ethanol gel6st und vor Licht geschiitzt in einem Glasbehalter bei -20 °C gelagert. Von
dieser Stammlosung wurden 50 uM Arbeitsstammldsungen fir die Messungen in 15 mL Falcons an-
gesetzt, die anschlieRend ebenfalls vor Licht geschiitzt bei -20 °C gelagert wurden. Die Fluoreszenz
der Reaktionsansatze wurde in einem Infinite® M-1000 Fluorenzspektrometer mit einer Extinktions-
wellenldnge von A, = 325 nm angeregt und bei einer Emissionswellenldange A., = 370 nm mit einem
fixen gain von 200, einer z-Position von 20000 und einer Amplitude von 2 nm bei 30 °C in Mikroti-
terplatten gemessen. Assaypuffer mit 2,5 uM DHE wurde mit 2,5 uM Elicitin in einem Gesamtvolu-
men von 100 uL gemischt und die Fluoreszenz liber einen Zeitraum von 5 min konstant alle 10 s ge-
messen. Als Negativkontrollen dienten Assaypuffer mit 2,5 uM DHE bzw. Assaypuffer mit 2,5 uM
DHE, der mit 2,5 uM BSA gemischt wurde.

5.3.10 Test der Steroidbindekapazitit

Um die Bindekapazitat von B-Cinnamomin zu testen, wurden 0,4 mM aufgereinigtes B-Cinnamomin
in 1 mL 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,5 mit einem fiinffachen Uberschuss Progesteron ge-
mischt und flr 10 min bei RT gevortext. AnschlieRend wurde das ausgefallene Steroid durch 1 min
Zentrifugation mit 20238 x g abzentrifugiert und der Uberstand in ein frisches Eppendorfreaktionsge-
faR Gberfiihrt. Eine Poly-Prep®-Chromatographiesdule mit 0,5 mL Ni Sepharose™ 6 Fast Flow wurde
mit 5 mL ddH,0 gewaschen und anschlieBend mit 5 mL 50 mM Kaliumphosphatpuffer equilibriert.
Die Proteinlésung wurde auf die Saule geladen und Uberschiissiges Progesteron mit 5 mL 50 mM
Kaliumphosphatpuffer pH 6,5 von der Sdule gewaschen. Das lber den His-tag gebundene pB-
Cinnamomin wurde in 3 mL Elutionspuffer IV pH 6,5 eluiert und in drei Fraktionen zu je 1 mL aufge-
fangen. Das Progesteron aus den Fraktionen wurde anschlieRend, wie in Abschnitt 5.4.1.3 beschrie-
ben, wieder extrahiert. Das Losungsmittel der Extrakte wurde in einer Speed Vac® SC110 verdampft,
in insgesamt 1 mL Acetonitril: Wasser (60:40) wieder gel6st und die Progesteronkonzentration durch

Analyse mittels HPLC, wie in Abschnitt 5.4.1.4.2 beschrieben, bestimmt.
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5.3.11 Bestimmung der CYP154C5-Konzentration und der spezifischen Aktivitit der
Elektronentransferkomponenten

Ein Zellpellet E. coli C43(DE3)-Zellen mit coexprimierter CYP154C5, Pdx und PdR wurde in einer Zell-

dichte von OD = 25 - 115 mit 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 resuspendiert, mittels French

Press aufgeschlossen (siehe Abschnitt 5.2.19) und der zellfreie Extrakt zur Bestimmung der

CYP154C5-Konzentration und der Aktivitat der ETK verwendet.

5.3.11.1 Bestimmung der Konzentration der CYP154C5

Die Konzentration der CYP154C5 wurde Uber das CO-Differenzspektrum nach der Methode von Omu-
ra und Sato [84] bestimmt. Dazu wird das Spektrum von reduzierter, CO-gebundener P450 Monooxy-
genase im Wellenlangenbereich von 400 bis 500 nm aufgenommen, wobei ein charakteristisches
Absorptionsmaximum bei A = 450 nm fiir die reduzierte und CO-gebundene Cytochrom P450 Mono-
oxygenase nachgewiesen werden kann. Zur Durchfiihrung wurde eine Spatelspitze Na,0,S, in 500 pL
Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 gelost und mit 500 pL zellfreiem Extrakt gemischt. Dann wurde das
Spektrum der reduzierten P450 in einem CARY 50 Bio UV-VIS Spektrophotometer von 400 bis 500 nm
aufgenommen, als Blindwert diente 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4. AnschlieBend wurde die
Mischung fiir 2 min mit CO begast und das Spektrum der reduzierten CO-gebundenen P450 von 400
bis 500 nm aufgenommen. Durch Subtraktion des Spektrums der reduzierten P450 vom Spektrum
der reduzierten CO-gebundenen P450 wurde das Differenzspektrum erhalten. Die Absorptionswerte
des Maximums bei A = 450 nm und der Wellenldnge von A = 490 nm wurden notiert und die Konzent-

ration der CYP154C5 mit Hilfe der folgenden Formel berechnet:

(Agso — Aggo) *D * M
exd

¢ (P450) [;—i] —

Formel 4. Berechnung der P450 Monooxygenasenkonzentration mittels CO-Differenzspektrum.

c (P450) Konzentration der CYP154C5 (ug/mL)

Auso Absorption bei A =450 nm

Ao Absorption bei A =490 nm

D Verdinnungsfaktor

M Molare Masse der P450 Monooxygenase (M (CYP154C5) = 45860 g/mol)
€ Extinktionskoeffizient € (CYP154C5) =91 mM ™ cm™

d Schichtdicke der Kiivetted =1 cm

5.3.11.2 Bestimmung der Aktivitdt der Elektronentransferkomponenten

Die Aktivitat der ETK Pdx und PdR wurde Uber den Cytochrom c-Assay bestimmt, der von Lacour et
al. beschrieben wurde [66]. Dazu wurden 930 pL 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 mit 40 pL
10 mg/mL Cytochrom c, 10 uL zellfreiem Extrakt und 20 uL 5 mM NADH-L6sung ziigig gemischt. An-
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schlieRend wurde direkt die Zunahme der Absorption bei A = 550 nm Gber 2 min in einem CARY 50
Bio UV-VIS Spektrophotometer gemessen. Als Blindwert diente 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4.
Die resultierende Steigung wurde notiert und zur Berechnung der Aktivitat der ETK Uber folgende

Formel genutzt.

AA * D
exd

U
Aktivitat (ETK) | — | =

Formel 5. Berechnung der Aktivitat der Elektronentransferkomponenten mittels Cytochrom c-Assay.

Aktivitdt (ETK) | Aktivitat der ETK (U/mL)

AA Zunahme der Absorption bei 550 nm pro Minute [min™]

D Verdiinnungsfaktor

€ Extinktionskoeffizient von reduziertem Cytochrom ¢, € = 19 M*cem?
d Schichtdicke der Kuvetted =1 cm

Zur Berechnung der spezifischen Aktivitat wurde der Quotient aus der volumetrischen Aktivitat und

dem Gesamtproteingehalt des zellfreien Extraktes gebildet.

5.4 Ganzzellbiokatalyse mit ruhenden Zellen

Die Konzentration der Substratstammldsungen der finf Substrate Testosteron (2), Progesteron (3),
Dehydroepiandrosteron (4), Androstendion (5) und Nandrolon (6) in Methanol lag bei 100 mM, die
der Pregnenolonstammlésung in Methanol (1) aufgrund seiner geringeren Léslichkeit nur bei 50 mM.
Die Substratstammldsungen in 36 % Hydroxypropyl-B-cyclodextrin besallen alle eine Konzentration

von 50 mM.

5.4.1.1 Kalibrationsgeraden

Zur Herstellung der Kalibrationsgeraden fiir die Substrate der Ganzzellbiokatalyse wurden Verdiin-
nungsreihen der Substratstamml&sungen in Methanol und in 36 % Hydroxypropyl-B-cyclodextrin mit
jeweils drei Konzentrationen (0,4, 1,2 und 2,0 mM) hergestellt. Jede Konzentration wurde in Drei-
fachbestimmung gemessen. Die Konzentrationen wurden in 1 mL Kaliumphosphatpuffer pH 6,5 an-
gesetzt, extrahiert, mittels GC bzw. HPLC analysiert und anschlieBend die Integrationsparameter der

detektierten Peaks in den Methoden optimiert.

5.4.1.2 Ganzzellbiokatalyse mit ruhenden Zellen

Ein gefrorenes Zellpellet der Expression von E. coli C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB bzw. E. coli
C43(DE3) plT2cyp154C5 pACYCcamAB pET-28a(+)MalEssCinHis wurde aufgetaut, in 50 mM Kalium-
phosphatpuffer pH 6.5 resuspendiert und die OD bestimmt. Pro Reaktionsansatz wurden ein bis drei
Parallelansatze entweder in je 1 mL 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,5 in 15 mL-Reagenzglasern

oder in je 7 mL in 25 mL Erlenmeyerkolben angesetzt. AuRer den E. coli C43(DE3)-Zellen mit einer
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CYP154C5-Konzentrationen von 0,5 - 3,4 uM und einer spezifischen Aktivitdt der ETK von 0,3 -
1,4U/mg wurden 30 mM Glucose, Substrat aus Methanol- bzw. Hydroxypropyl-B-
cyclodextrinstammldsungen und B-Cinnamomin bzw. B-Cryptogein in unterschiedlichen Konzentrati-
onen eingesetzt. Pregnenolon wurde in 1 mM und 2 mM Substratkonzentration getestet, die weite-
ren flinf Substrate Testosteron, Progesteron, Dehydroepiandrosteron, Androstendion und Nandrolon
wurden in Konzentrationen von 2 mM eingesetzt. B-Cinnamomin wurde in Konzentrationen von 37 -
200 uM und B-Cryptogein in einer Konzentration von 100 uM getestet. Flr jeden Reaktionsansatz mit
Elicitin wurde ebenfalls ein Kontrollansatz ohne Elicitin hergestellt. Die Reaktionsansatze und die
Kontrollen wurden bei einer Temperatur von 30 °C und 250 rpm inkubiert, nach 2 - 8 h extrahiert und

mittels GC bzw. HPLC analysiert.

5.4.1.3 Extraktion der Steroide

Reaktionsansatze, Standards und die Kalibrationsgeraden wurden jeweils in zwei Extraktionsschritten
mit EtOAc und einem Extraktionsschritt mit CHCl; extrahiert, da die Substrate besser in EtOAc und
die Produkte besser in CHCl; I6slich sind. Die Proben wurden in 2 mL Eppendorfreaktionsgefalie Giber-
fihrt und je 700 L Ethylacetat hinzu pipettiert. Das 2-Phasensystem wurde 90 s gevortext und dann
1 min mit 20238 x g zentrifugiert, um die Phasen wieder zu trennen. Die organische Phase (oben)
wurde vorsichtig mit der Pipette in ein frisches 2 mL Eppendorfreaktionsgefall Gberfiihrt, ohne die
Interphase mit den denaturierten Proteinen zu beriihren. Der Extraktionsschritt wurde mit je 500 pL
Ethylacetat wiederholt und die organische Phase mit der vorher entnommenen organischen Phase
vereinigt. AnschlieBend wurde die wassrige Phase ein drittes Mal mit je 500 puL Chloroform extra-
hiert. Es folgten wieder 90 s Vortexen und 1 min Zentrifugation mit 20238 x g. Die organischen Phase
(unten) wurde mit der Pipette entnommen und mit den Extrakten der vorherigen Extraktionsschritte
vereinigt. Die Proben der Substrate Pregnenolon und Dehydroepiandrosteron wurden mit Na,SO,
getrocknet. Daflir wurden ein bis zwei Spatelspitzen Na,SO, zum Extrakt hinzugegeben und 30 s ge-
vortext. Zur Sedimentation des Na,SO, wurde 1 min bei 20238 x g zentrifugiert und das Extrakt in ein
frisches 2 mL Eppendorfreaktionsgefald Uberfihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel aller Ex-
trakte in einer Speed Vac® SC110 entfernt und die festen Rickstdande bis zur chromatographischen

Analyse bei -20 °C gelagert.
5.4.1.4 Analyse der biokatalytischen Umsitze

5.4.1.4.1 Gaschromatographie

Da Pregnenolon und Dehydroepiandrosteron nicht UV-aktiv sind, wurden die Proben dieser Substra-
te gaschromatographisch in einer GC 2010 Uber eine Optima 17 MS-S&ule (30 m x 0,25 ID, 0,4 mm
OD) analysiert. Als Tragergas wurde H, verwendet, als Detektor diente ein Flammenionisationsdetek-

tor (FID). Die vorbereiten Proben der Biokatalysen (siehe Abschnitt 5.4.1.3) wurden in 300 uL Chloro-
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form mit internem Standard (ISTD) gel6st, in GC-Gefal3e Uberfiihrt und in der GC mit der Methode in

Tabelle 18 analysiert. Als interner Standard (ISTD) wurden 30 mM Cholesterol eingesetzt.

Tabelle 18. GC-Methode fiir Pregnenolon (1) und Dehydroepiandrosteron (4)

Parameter Einstellung
Injektionsvolumen 1uL
Split 10:1

Injektionstemperatur 350 °C

Detektortemperatur 300 °C

Saulenflussrate 1,2 mL/min

Temperaturprogramm 1 min bei 250 °C, mit 10 °C/min bis 300 °C, 10 min bei 300 °C

Tabelle 19. Retentionszeiten von Pregnenolon (1) und Dehydroepiandrosteron (4)

Substrat Retentionszeit
Pregnenolon (1) 9,4 min
Dehydroepiandrosteron (4) 7,7 min
Cholesterol (ISTD) 12,5 min

5.4.1.4.2 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Die Substrate Testosteron, Progesteron, Androstendion und Nandrolon absorbieren im UV-Bereich
mit einem Absorptionsmaximum bei A = 242 nm und konnten daher durch HPLC analysiert werden.
Als Detektor wurde ein Diodenarraydetektor verwendet. Die Proben wurden in einer Prominence
UFLC Gber eine Nucleosil 100, 5 C18-Saule (250 x 4,5 mm) mit den Methoden aus Tabelle 20 aufge-
trennt. Die vorbereiteten Proben der Biokatalyse (Abschnitt 5.4.1.3) wurden in je 1 mL Laufmittel bei
40 °C im Ultraschall gelost, anschlieBend 1:5 mit Laufmittel verdiinnt, in HPLC-GefaRe lberfiihrt und
mittels HPLC analysiert. Als Laufmittel wurde eine Mischung aus Acetonitril: Wasser (60: 40) verwen-

det.

Tabelle 20. Verwendete HPLC-Methoden fiir Testosteron (2), Progesteron (3), Androstendion (5) und Nandrolon (6)

Parameter Testosteron Progesteron Androstendion Nandrolon
Injektionsvolumen 20 uL 20 uL 20 uL 20 uL
Ofentemperatur 50 °C 50 °C 50 °C 50 °C
Flussrate 1,2 mL/min 1,2 mL/min 1,2 mL/min 1,2 mL/min
Dauer 8,5 min 13,5 min 9 min 8 min

Tabelle 21. Retentionszeiten von Testosteron (2), Progesteron (3), Androstendion (5) und Nandrolon (6)

Substrat Retentionszeit
Testosteron (2) 5,9 min
Progesteron (3) 10,9 min

Androstendion (4) 6,4 min
Nandrolon (6) 5,4 min
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Abbildung 61. PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas).
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7.3 Vektorkarten

7.3.1 pBADN

pBADN
4096 bps

pBR322 ori

Abbildung 62. Vektorkarte des verwendeten pBADN-Plasmids (Jin et al. [56])

7.3.2 pET-28a(+)

[ET-28a(+) sequence landmarks

T7 promoter 370-386
T7 transcription start 389
His+Tag coding sequence  270-287
T7-Tag coding sequence 207-239
Multiple cloning sites

(BamHI- Xhol) 158-203
His+Tag coding sequence  140-157
T7 terminator 26-72
lacl coding sequence 773-1852
pBR322 origin 3288

Kan coding sequence 3995-4807
f1 origin 4903-5358

The maps for pET-28b(+) and pET-28c(+)
are the same as pET-28a(+) (shown) with
the following exceptions: pET-28b(+) is a
5388bp plasmid; subtract 1bp from each site
beyond BamH L at 198, pET-28c(+) is a
5387bp plasmid; subtract 2bp from each site
beyond BamH Lat 198,

Xho l(158)
Naot I(166)
Eag I(168)
Hind liif173)
Sal lf179)
Sac I{180)
EcoR I{182)
BamH I(128)
Nhe |(231)
Nde I(238)
MNco |(288)

Dra lll(5127)

Pvu l(4428)
Saf l(4428)

Sma 1(4300) Miu If1123)

'%7 Bel Ip11a7)
Cla l4117) =
Mru |{4083) 3 BstE 11(1304;
w2
pET-ZSa(-I-) L Apa 1(1334)
(5368bp) f\?
~ [J/BssH ll[1534)
EcoS7 I(3772) EcoR V(1573)
Hpa lj1828)
AlwN 1(3840)
B=sS I(3ma7) Pzhi |[1988)

BspLU11t l[3224) Bal I(2187)

Sap l(3108) Fzp |{2208)
Bst1107 |(2895) Psp5 ll(2230)
Tth111 l(2989)

Abbildung 63. Vektorkarte des verwendeten pET-28a(+)-Plasmids (Merck Millipore)
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7.3.3

pGAPZaA

Comments for pGAPZu A
3147 nucleotides

GAP promoter region: bases 1-483
u-factor signal sequence: bases 493-759
Multiple cloning site: bases 760-828

* There is an additional restriction
site between the a-factor signal
sequence and the EcoR | site in
versions B and C of pGAPZa:

Pstlin pGAPZu B
Cla lin pGAPZu C

mycepitope tag: bases 827-856

Polyhistidine tag: bases 872-889

AOX1 transeription termination region: bases 893-1233
TEFT promoter region: bases 1234-1644

EM7 promoter: bases 1645-1712

Sh ble ORF: bases 1713-2087

CYC1 transcription termination region: bases 2088-2405
pUC origin: bases 2416-3089

Abbildung 64. Vektorkarte des verwendeten pGAPZaA-Plasmids (Invitrogen)

7.3.4

pET-22b(+)

pET-22n{+) s=quence landmarks

T7 prumoter

T7 transcription start
pelB coding sequence
Multiple cloning sites
(NeoI-XhoI)
His»Tag coding sequence
T7 terminator

lzel coding sequence
pBRE2E origin

bla coding sequence
fl origin

361-377
30
224-289

158-225
140-157
272
Thd-1843
2Ty
4038-4 B85
ET-5482

Dra lllizzs1)

Sca |usss)
Pvu [aa7&)

My l{1114)

Pst 1@3s3) Bzl lj1128)

Bsa la1ss
Eam1105 I{108) ET-22b(+
P [Ecﬂabp]( }

BssH |lj1525)

Hpa lj1820)

AhwM i3s3t
PehA 1252

BeplLU11 1@3215) Psps llzzz1)
P Sa‘p lpaag) Bpu1l lz3zt)
Bst1107 lze8s)

Tth111 [zzea) BepG |@rat)

Abbildung 65. Vektorkarte des verwendeten pET-22b(+)-Plasmids (Merck Millipore)
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7.3.5

pIT2

[del
Sacl
shal

Byl
Pt
Kpnl

pIT2

6147 bps

Abbildung 66. Vektorkarte des verwendeten pIT2-Plasmids (Bracco et al. [20])

7.3.6

pACYCDuet™-1
Cat. Ko,
pACYCDuet-1 DNA T11473
BACYCDuat-1 sag
TT promoter-1 3992-4008
T7 trenscription start-1 1
His#Tag® coding sequence  83-100
Multiple cloning sites-1
(New [-4f 1) G168
TT promoter-2 214-230
T7 transcription stert-2 231
Multiple cloning sites-2
(Nde [-Awr 1) 207438
SeTag™ poding sequence 366410
T7 terminstor 4625089
P15A origin 17502662
cat (Cm®) coding sequence  T32-1388
lzel coding sequence 278035658

pACYCDuet™.] is designed for the coexpression of two target genes. The vector
contains two multiple cloning sites (MCS), each of which is preceded by a T7
promoterdac gperator and ribosome binding site (rbs). The vector also carries the P1aA
replicon, lozgf gene and chloramphenicol resistance gene. This vector can be used in
combination with pETDuet™.-1 {Cat. No. T1146-3) in an appropriate host strain for the
coexpression of up to 4 target genes, Genes inserted into MCS1 can be sequenced using
the ACYCDuetUP1L Primer (Cat. No. 71178-3) and DuetDOWN 1 Primer (Cat. No. 71178
3). Genes inserted into MCS2 can be sequenced using the DuetUP2 Primer (Cat. No.
T1180-3) and T7 Terminator Primer (Cat, No. 68337-3).

EcoM | aan)

MCE1
‘I'?facl_
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HigsT,
BamH 1{158
EcoR 1112
{ Sec | (122)
BatE |1 (3331) Dind | (828) BspM 1{124)
Apa | {3310} Asc 11285

Hind 111{1£3)
Not 1 {185
Msc |07y | | afl 11 j1ey)

PACYEDyet
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) Nde | 298
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NgoA IV 132¢)
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R EcodT 11 {1751} Fac {425
Mhe | {1752} Avr Il (£33)
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SorA | 1838

BasB Lz g ) 2004

Abbildung 67. Vektorkarte des verwendeten pACYCDuet™-1-Plasmids (Schallmey et al. [101])
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7.4 Gen- und Proteinsequenzen

7.4.1 a-Capsicein

Cap:
ATCTTTQQTAAYVALVSILSDSSFNQCATDSGYSMLTATALPTTAQYKLMCASTACNTMITKIVSL
NPPDCELTVPTSGLVLNVYSYANGFSATCASL

cap:
CCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCGAGAATCTTTATTTTCAGGGCCATA
TGGCGACTTGTACTACCACTCAACAGACTGCTGCTTATGTGGCACTGGTTAGCATTCTGTCTGATT
CCTCCTTCAACCAGTGCGCTACCGATTCCGGTTATTCCATGCTGACCGCGACCGCTCTGCCGACCA
CCGCACAGTATAAGCTGATGTGCGCGTCCACCGCTTGCAACACTATGATCACTAAAATCGTTTCCC
TGAACCCACCGGACTGTGAACTGACCGTTCCGACTAGCGGTCTGGTGCTGAATGTTTACTCTTATG
CAAACGGCTTCAGCGCGACTTGCGCGAGCCTGTAA

(Ncol, 6x-His-Tag, TEV-Erkennungssequenz, Ndel, a-Capsicein, )

Abbildung 68. a-Capsiceinproteinsequenz (Cap) und die Sequenz des synthetischen Gens cap

7.4.2 a-Megaspermin

Meg:
MNFRALFAATVAALVGSTSATTCTTTQQTAAYVALVSILSDASFNQCATDSGYSMLTATSLPTTDQ
YKLMCASTACNSMIAKIITLNAPDCELTVPTSGLVLNVYSYANGFSATCASL

(a-Megaspermin Sekretionssignalsequenz)

meg:
CCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCGAGAATCTTTATTTTCAGGGCCATA
TGACCACTTGTACTACCACTCAGCAGACTGCGGCTTATGTTGCTCTGGTTTCCATCCTGAGCGACG
CGAGCTTCAACCAGTGCGCAACTGACTCCGGCTATTCTATGCTGACTGCTACCTCCCTGCCGACCA
CCGATCAGTACAAACTGATGTGCGCTTCTACTGCGTGTAACAGCATGATCGCAAAAATCATTACTC
TGAATGCGCCAGATTGTGAACTGACCGTTCCAACTTCTGGCCTGGTTCTGAACGTTTATAGCTACG
CGAACGGTTTCTCTGCGACCTGTGCAAGCCTGTAA

(Ncol, 6x-His-Tag, TEV-Erkennungssequenz, Ndel, a-Megaspermin, )

Abbildung 69. a-Megasperminproteinsequenz (Meg) und die Sequenz des synthetischen Gens meg

7.4.3 pB-Cinnamomin
Cin:
MNETALLAAVAAALVGSANATACTATQQOTAAYKTLVSILSESSFSQCSKDSGYSMLTATALPTNAQ
YKLMCASTACNTMIKKIVALNPPDCDLTVPTSGLVLDVYTYANGFSSKCASL
(B-Cinnamomin Signalsequenz)

cin:
CCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCGAGAATCTTTATTTTCAGGGCCATA
TGACTGCGTGTACTGCAACCCAACAAACTGCCGCTTATAAAACTCTGGTTAGCATTCTGTCTGAGT
CCAGCTTCTCCCAGTGCTCCAAAGACTCCGGTTATTCTATGCTGACCGCAACCGCGCTGCCGACCA
ACGCTCAGTACAAACTGATGTGCGCGAGCACCGCTTGCAACACCATGATTAAGAAAATCGTAGCTC
TGAATCCGCCGGATTGCGATCTGACCGTACCGACCTCTGGCCTGGTGCTGGATGTTTACACTTACG
CAAACGGCTTCTCTTCTAAATGCGCTTCCCTGTAA

(Ncol, 6x-His-Tag, TEV-Erkennungssequenz, Ndel, B-Cinnamomin, )

Abbildung 70. B-Cinnamominproteinsequenz (Cin) und die Sequenz des synthetischen Gens cin
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7.4.4 B-Cryptogein

Cry:
MNFTALLAAVAAALVGSANATACTATQQTAAYKTLVSILSDASFNQCSTDSGYSMLTAKALPTTAQ
YKLMCASTACNTMIKKIVTLNPPNCDLTVPTSGLVLNVYSYANGFSNKCSSL

(B-Cryptogein Signalsequenz)

cry:
CCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCGAGAATCTTTATTTTCAGGGCCATA
TGACTGCGTGTACTGCAACTCAGCAAACTGCGGCATATAAAACTCTGGTTTCTATCCTGTCCGACG
CTAGCTTCAACCAATGTTCTACTGACTCCGGTTACTCTATGCTGACTGCGAAAGCCCTGCCGACCA
CCGCTCAATATAAACTGATGTGCGCTAGCACCGCGTGCAACACTATGATCAAAAAGATTGTGACCC
TGAACCCGCCAAATTGCGATCTGACCGTGCCGACTAGCGGTCTGGTTCTGAATGTATACTCCTACG
CTAACGGTTTCAGCAATAAATGTTCCTCTCTGTGA

(Ncol, 6x-His-Tag, TEV-Erkennungssequenz, Ndel, B-Cryptogein, )

Abbildung 71. B-Cryptogeinproteinsequenz (Cry) und die Sequenz des synthetischen Gens cry

7.4.5 CYP154C5

CYP154C5:
MNACPHSDTLTIDPMITDLAGETSRLRAAGPLTRIDLLGVPALAVTGHTLARQLLTDTRLVKDINA
WSLWOSGTVTROQWPLIGMIDVDRSMFTVDGPEHRRLRIKTTQALTRRRLDALKPTIERYVAELLDD
LERAGADGAVVDLKSVFAYPLPMRVISALMGVPSEDQEQLLTWYKAFFSILTPODERLRVIDEMHG
YFTEMVRRKTAEPGDDLTSALIYATDGETPLTEEEVIGNLOQALVAAGHETTVSLILTAVRALLSHP
EQLRLVRDGEIGWETAIEETLRWDGPVIHLLMRFATEDIDLGDAVIPRGEGVVMSYRAIGRDITVH
GADADDEFDITRATAARHISFGHGPHICPGAALARLEAATALPALFTRFPHLHPALPLDQIPNLPVL
TONDLSHEPIHLGR

cyp154C5:
ATGAACGCCTGCCCCCATTCGGACACCCTCACCATCGACCCGATGATCACCGACCTGGCCGGGGAG
ACCAGCCGCCTGCGCGCGGCCGGCCCGCTCACCAGGATCGACCTGCTCGGCGTTCCCGCCCTCGCC
GTCACCGGCCACACGCTGGCCAGGCAGCTGCTCACCGACACCAGGCTGGTCAAGGACATCAACGCC
TGGTCACTGTGGCAGTCCGGCACGGTGACCAGGCAGTGGCCGCTGATCGGCATGATCGACGTGGAC
CGCTCGATGTTCACCGTGGACGGCCCGGAACACCGCCGACTGCGCATCAAGACCACCCAGGCGCTG
ACCCGGCGCCGCCTCGACGCGCTGAAGCCGACCATCGAACGTTACGTCGCCGAGCTGCTCGACGAC
CTCGAGCGCGCGGGCGCCGACGGCGCGGTGGTGGATCTGAAATCGGTGTTCGCCTACCCGCTGCCG
ATGCGGGTGATCAGCGCGCTGATGGGGGTGCCGAGCGAGGACCAGGAACAGCTGCTCACCTGGTAC
AAGGCGTTCTTCTCGATCCTCACCCCGCAGGACGAGCGGCTGCGGGTGATCGACGAGATGCACGGG
TACTTCACCGAGATGGTGCGTCGCAAGACCGCCGAACCCGGCGACGACCTCACCTCCGCGCTCATC
TACGCCACCGACGGGGAGACGCCGCTCACCGAGGAGGAGGTGATCGGCAATCTCCAGGCGCTCGTC
GCCGCGGGCCACGAAACCACCGTGAGCCTGATCCTGACCGCGGTGCGCGCGCTGCTGTCGCATCCC
GAGCAGCTGCGGCTGGTCCGCGACGGCGAGATCGGCTGGGAGACCGCCATCGAAGAGACCCTGCGC
TGGGACGGGCCCGTCATCCATCTGCTGATGCGCTTCGCCACCGAGGACATCGACCTCGGCGACGCC
GTGATCCCGCGCGGCGAGGGCGTGGTCATGTCCTACCGCGCGATCGGCCGCGACATCACCGTGCAC
GGTGCCGACGCCGACGACTTCGACATCACCCGCGCCACCGCCGCCCGGCACATCTCCTTCGGCCAC
GGCCCGCACATCTGCCCCGGCGCCGCCCTGGCCCGCCTGGAAGCCGCCATCGCCCTCCCCGLCCLTG
TTCACCCGCTTCCCCCACCTCCACCCCGCCCTCCCCCTCGACCAGATCCCCAACCTCCCCGTCCTC
ACCCAGAACGACCTGTCCCACTTCCCCATCCACCTGGGCAGGTGA

Abbildung 72. Protein- (CYP154C5) und Gensequenz (cyp154C5) der CYP154C5 P450 Monooxygenase aus N. farcinica

7.4.6 Elektronentransferkomponenten

PdR:

MNANDNVVIVGTGLAGVEVAFGLRASGWEGNIRLVGDATVIPHHLPPLSKAYLAGKATAESLYLRT
PDAYAAQNIQLLGGTQVTAINRDRQQVILSDGRALDYDRLVLATGGRPRPLPVASGAVGKANNEFRY
LRTLEDAECIRRQLIADNRLVVIGGGYIGLEVAATAIKANMHVTLLDTAARVLERVTAPPVSAFYE
HLHREAGVDIRTGTQVCGFEMSTDQQKVTAVLCEDGTRLPADLVIAGIGLIPNCELASAAGLQVDN
GIVINEHMQTSDPLIMAVGDCARFHSQLYDRWVRIESVPNALEQARKIAAILCGKVPRDEAAPWEW



Anhang

SDQYEIGLKMVGLSEGYDRIIVRGSLAQPDESVEYLQGDRVLAVDTVNRPVEFNQSKQIITDRLPV
EPNLLGDESVPLKEITAAAKAELSSA

camA:
GTGAACGCAAACGACAACGTGGTCATCGTCGGTACCGGACTGGCTGGCGTTGAGGTCGCCTTCGGC
CTGCGCGCCAGCGGCTGGGAAGGCAATATCCGGTTGGTGGGGGATGCGACGGTAATTCCCCATCAC
CTACCACCGCTATCCAAAGCTTACTTGGCCGGCAAAGCCACAGCGGAAAGCCTGTACCTGAGAACC
CCAGATGCCTATGCAGCGCAGAACATCCAACTACTCGGAGGCACACAGGTAACGGCTATCAACCGC
GACCGACAGCAAGTAATCCTATCGGATGGCCGGGCACTGGATTACGACCGGCTGGTATTGGCTACC
GGAGGGCGTCCAAGACCCCTACCGGTGGCCAGTGGCGCAGTTGGAAAGGCGAACAACTTTCGATAC
CTGCGCACACTCGAGGACGCCGAGTGCATTCGCCGGCAGCTGATTGCGGATAACCGTCTGGTGGTG
ATTGGTGGCGGCTACATTGGCCTTGAAGTGGCTGCCACCGCCATCAAGGCGAACATGCACGTCACC
CTGCTTGATACGGCAGCCCGGGTTCTGGAGCGGGTTACCGCCCCGCCGGTATCGGCCTTTTACGAG
CACCTACACCGCGAAGCCGGCGTTGACATACGAACCGGCACGCAGGTGTGCGGGTTCGAGATGTCG
ACCGACCAACAGAAGGTTACTGCCGTCCTCTGCGAGGACGGCACAAGGCTGCCAGCGGATCTGGTA
ATCGCCGGGATTGGCCTGATACCAAACTGCGAGTTGGCCAGTGCGGCCGGCCTGCAGGTTGATAAC
GGCATCGTGATCAACGAACACATGCAGACCTCTGATCCCTTGATCATGGCCGTCGGCGACTGTGCC
CGATTTCACAGTCAGCTCTATGACCGCTGGGTGCGTATCGAATCGGTGCCCAATGCCTTGGAGCAG
GCACGAAAGATCGCCGCCATCCTCTGTGGCAAGGTGCCACGCGATGAGGCGGCGCCCTGGTTCTGG
TCCGATCAGTATGAGATCGGATTGAAGATGGTCGGACTGTCCGAAGGGTACGACCGGATCATTGTC
CGCGGCTCTTTGGCGCAACCCGACTTCAGCGTTTTCTACCTGCAGGGAGACCGGGTATTGGCGGTC
GATACAGTGAACCGTCCAGTGGAGTTCAACCAGTCAAAACAAATAATCACGGATCGTTTGCCGGTT
GAACCAAACCTACTCGGTGACGAAAGCGTGCCGTTAAAGGAAATCATCGCCGCCGCCAAAGCTGAA
CTGAGTAGTGCCTGA

Abbildung 73. Protein- (PdR) und Gensequenz (camA) der Putidaredoxinreduktase aus P. putida

Pdx:
MSKVVYVSHDGTRRELDVADGVSLMQOAAVSNGIYDIVGDCGGSASCATCHVYVNEAFTDKVPAANE
REIGMLECVTAELKPNSRLCCQIIMTPELDGIVVDVPDRQW

camaB:
ATGTCTAAAGTAGTGTATGTGTCACATGATGGAACGCGTCGCGAACTGGATGTGGCGGATGGCGTC
AGCCTGATGCAGGCTGCAGTCTCCAATGGTATCTACGATATTGTCGGTGATTGTGGCGGCAGCGCC
AGCTGTGCCACCTGCCATGTCTATGTGAACGAAGCGTTCACGGACAAGGTGCCCGCCGCCAACGAG
CGGGAAATCGGCATGCTGGAGTGCGTCACGGCCGAACTGAAGCCGAACAGCAGGCTCTGCTGCCAG
ATCATCATGACGCCCGAGCTGGATGGCATCGTGGTCGATGTTCCCGATAGGCAATGGTAA

Abbildung 74. Protein- (Pdx) und Gensequenz (camB) des Putidaredoxin aus P. putida

7.4.7 Sekretionssignalsequenzen

MalEss:
MKIKTGARILALSALTTMMFSASALA

malEss:
ATGAAAATAAAAACAGGTGCACGCATCCTCGCATTATCCGCATTAACGACGATGATGTTTTCCGCC
TCGGCTCTCGCC

Abbildung 75. Protein- (MalEss) und Gensequenz (malEss) der Sekretionssignalsequenz von MalE aus E. coli

DsbAss:
MKKIWLALAGLVLAFSASA

dsbAss:
ATGAAAAAGATTTGGCTGGCGCTGGCTGGTTTAGTTTTAGCGTTTAGCGCATCGGCG

Abbildung 76. Protein- (DsbAss) und Gensequenz (dsbAss) der Sekretionssignalsequenz von DsbA aus E. coli
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PelBss:
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA

pelBss:
ATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATGGCC

Abbildung 77. Protein- (PelBss) und Gensequenz (pelBss) der Sekretionssignalsequenz von PelB E aus E. carotovora

7.5 BSA Standardgerade

A595
1,2 A

y =0,0505x - 0,0231
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Abbildung 78. BSA Standardgerade

7.6 Ganzzellbiokatalysekalibrationsgeraden
7.6.1 Kalibrationsgeraden der Vorversuche

7.6.1.1 Pregnenolon in Methanol

0,2 -
02 ¢
02
0,1 1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,0
0,0
0,0

y = 0,0867x
R? = 0,9949
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Abbildung 79. Kalibrationsgerade Pregnenolon (1) Vorversuch
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7.6.1.2 Testosteron in Methanol
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External Standard Curve

Awerage RF: 792567 e-003
RF StDey: 1.20614e-008
RF %RSD: 152182

Scaling: Mone

LSO Weighting: None
Farce Through Zera; On
Fieplicate Mode: Replace

Quadratic Fit ax™2 + ba+
a=671698e-016
b = 6.53210e-008
o= 0.000000

Goodness of fit [f™2): 0.999575

Abbildung 80. Kalibrationsgerade Testosteron (2) Vorversuch

7.6.2 Kalibrationsgeraden der Hauptversuche

7.6.2.1 Pregnenolon in Methanol

#1  Pregnenolone 4 »
Conc. Ratio(x100) r=aX+b
Conc. a=8.837425
0.02+ b = 0.1658857
] R"2 = 09985798
E R = 0.9992896
it Internal Standard
1 Calib.Curve:Linear
] Origin:Mot Forced
0.01 eight:None
] Mean RF : 11.38960
i RF SD : 2.028740
0.01 RF %RSD : 17.81220
a Date Processed : 21.01.2013 15:32:20
0.00- . . . . . .
0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0125 0175
Leve| Conc. Rati|Mean Area | SD | %RSD | Area Ratio 1% Area Ratio 2 | AreaRatio3 | Areal | Area2 | Area3
1 04| 00285880 9.575882e-0 3.349614 [[v 0.0295355 v 0.0286078 v 0.0276207 125,097 127,945 119,742
2 1.2| 01130789 2.016693e-0 1.783439 v 01117983 v 01120348 v 0.1154036 502,304 506,285 508,911
3 2| 02093791 8.741934e-0] 0.4175170 [v 0.2097435 v 0.2100119 v 0.2083816 936,397 920,393 970,333

Abbildung 81. Kalibrationsgerade der Pregnenolon (1)-Stammldsung geldst in Methanol
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7.6.2.2 Pregnenolon in 36 % w/v Hydroxypropyl-f-cyclodextrin

#1  Pregnenolone ;]L]
: Y=ax+b
(;onu Ratio(x100) 5= 0.603916
0.02 b = 0.1343587
] R"2 = 0.9997453
R = 09938729
i a3 Intemal Standard
Calib.Curve:Linear
] Origin:MNot Forced
0.014 Weight:None
] tMean RF : 10.56215
1 RF SD : 1.708061
0.01 RF %#RSD : 16.17153
] Date Processed : 21.01.2013 15:56:50
DDC . 1] I ] 1 1 1 1 1 1
0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0125 0.150 0175 Area Ratio
Leve| Conc. Rati|MeanArea] SD | %RSD | Area Ratio 1 AreaRatio 2 | AreaRatio3 | Areal | Area2 | Area3
1 0.4 00317537 2.634221e0 8.484738 [[v 0.0330294 v 0.0286586 v 0.0335732 164,748 139,099 164,710
2 1.2) 01221441 4.095563e-0 3.353058 v 01198416 v 01268727 v 01197180 586,790 625,644 592,093
3 2 0.2176683 6.614505e-0 3.038800 [ 0.2208331 [v. 0.2220519 v 0.2100593 1,091,523 1157895 1,041,163

Abbildung 82. Kalibrationsgerade der Pregnenolon (1)-Stammldsung gel6st in 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin

7.6.2.3 Testosteron in Methanol

#1 Testosteron J d
Y=aX+h
i 2 = 3,14792¢+006
] b=0
] R™2 = 0,9397968
6000000 R = 0,3998984
] RSS =1,483645e+010
50000003 Edemal Standard
] Calib Curve:Linear
] Zero:Force Through
4000000 Weight :None
] Mean RF : 3.072381e+006
3000000 RF SD : 1,133555e+005
] RF %RSD : 368877
§ Date Processed : 31.01.2013 09:57:53)
ZIJIJEIIJIJEI—_
1000000}
G-""I""I""I""I' N S FUL LN L B I
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 Conc.
Level Conc. Mean Area sD %RSD Areal Area? Areal
1 04 1181710 3,545638=+004 3,342308 [[V] 1137435 (V] 1194174 [¥] 1213470
2 12 3704537 5.871158=+004 1.584856 ([ 3669632 (/| 3772322 [ 3671658
3 2 6355106 7.522318e+004 1.183665 [[V] 6293747 [V] 6326047 [V] 6440525

Abbildung 83. Kalibrationsgerade der Testosteron (2)-Stamml&sung geldst in Methanol
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7.6.2.4 Testosteron in 36 % w/v Hydroxypropyl-f-cyclodextrin

#1 Testosteron J 2
Y=aX+b
== 2 = 3,063662-+006
| b=0
6000000 R"*2 =0.999377
1 R = 0,9555887
] RSS = 3557183005
5000000-] Extemal Standard
] Calib Curve:Linear
] Zero:Force Through
1 Weight:Mone
40000004
] Mean RF : 3,014754e+006
E RF 5D : 1,031402e+005
1 RF %RSD : 3421180
Seitiig Date Processed : 11.03.2013 10:21:29
2000000
1000000
u 1 1 1 1 I I I i
oo00 025 050 075 100 125 150 175 Conc
Level Conc. Mean Area 5D %RSD Areal Area? Areal
1 0.4 1168365 4 575206e+004 4 256077 ([V] 1140677 [V 1139308 [V] 1226412
2 12 3680171 3.533767e+004 0,960218 ([¥] 3639367 [V 3700706 [V 3700441
3 2 6150365 5.575744e+004 0906571 |[¥] 6110938 [ 6477723 [V 6189791

Abbildung 84. Kalibrationsgerade der Testosteron (2)-Stammlésung geldst in 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin

7.6.2.5 Progesteron in Methanol

#1 Progesterone J £
Y=aX+b
Aea a = 3655572006
] b=0
7000000 R"2 =0,9999947
] R = 09999974
. RSS = 5,9159728=+007
5000000
] Bxtemal Standard
] Calib Curve:Linear
5000000 Zero:Force Through
. Weight:Mone
40000004 Mean RF : 36550662006
] RF 5D : 4,993562=<004
. RF %RSD : 1,366203
=000000 Date Processed - 11.03.2013 10:28:2
2000000
1000000
D . I I I I I I I I
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 Conc.
Level Conc. Mean Area SD ERSD Areal Area? Areal
1 0.4 1463503 7.085262e+003 0.4534404 [[¥] 1463489 [V] 1456421|[V] 1470555
2 12 4378107 9,033865+004 2.063419 ([V] 4284701|[¥] 4465029 [7] 4384551
3 2 7316035 1.247875%+005 1,705676 [[V] 7371796 [V 7403228 [V] 7173054

Abbildung 85. Kalibrationsgerade der Progesteron (3)-Stammlosung gelost in Methanol
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7.6.2.6 Progesteron in 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin

#1 Progesterane J £
Y=axX+b
= a = 3,06355+006
] b=0
5000000 R™2 = 0.9995641
i R = 09557820
] RSS5 =1,225511e+010
5000000
] Bxtermal Standard
g Calib Curve:Linear
J Zero:Force Through
4000000 Weight:MNone
] Mean RF : 3,013576e+006
3000000 RF SD : 6762351004
1 RF %RSD : 2243562
] Date Processed : 31.01.2013 09:49:14
QUUUUUU—_
1000000
D | 1 1 1 1 1 | 1
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 Conc.
Level Conc. Mean Area 5D %RSD Areal Area? Areal
1 04 1181430 1,3859713e+004 1,176297 [[V] 1168858 [/] 1179030 [¥] 1156353
2 12 35593105 4 074540e+004 1,133988 ([v] 3635024] (] 3561269 [V] 3575024
3] 2 61857597 4620328e+004 0.746525 [[¥] 6137975 [V] 6189224 [V] 6230151

Abbildung 86. Kalibrationsgerade der Progesteron (3)-Stammldsung gel6st in 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin

7.6.2.7 Dehydroepiandrosteron in Methanol

#2 Dehydroisoandr 4 »
; YV=ax+b
(;onc. Ratio(x100) 5 = 6646822
0.02 b =0.1413294
] R"2 =0.9933310
R =0.9999305
S0t ] Intemal Standard
Calib.Curve:Linear
] Origin:Mot Forced
0.014 eight:None
] tMean RF : 8.303730
] RF SD : 1.441381
0.01 RF %RSD : 17.35823
] Date Processed : 21.01.2013 15:49:45
0.00 . T T T T T 7
0.00 0.05 010 015 0.20 025 AreaRatio
Leve| Conc. Rati I Mean Area | SD | %RSD I Area Ratio 1 | Area Ratio 2 | Area Ratio 3 I Areal l Area2 I Areal3 |
1 0.4 00392220 8.681407e-0 2.213403 v 0.0384070 v 0.0401350 v 0.0391239 183,438 191,455 190,219
2 1.2 01586682 2.814305e-0 1.773705 v 0.1613666 v 0.1588872 [v 0.1557508 765,087 770,047 748170
3 2| 02793340 2.636085e-0| 0.9416812 v 0.2814913 v 0.2814202 v 02768303 1,369,830 1.375607 1,372,235

Abbildung 87. Kalibrationsgerade der Dehydroepiandrosteron (4)-Stamml6sung gel6st in Methanol
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7.6.2.8 Dehydroepiandrosteron in 36 % w/v Hydroxypropyl-f-cyclodextrin

#2 Dehydioisoandr 4 »
5 =aX+b
C_onc. Ratio(x100) 5= 6519821
0.02- b = 6.276354e-002
R"2 =0.9995923
E R = 09997962
Ul Intemal Standard
Calib.Curve:Linear
] Origin:Not Forced
0.01- Weight:None
] Mean RF : 7.017610
g RF SD : 0.3738884
0.01+ RF %RSD : 5.327859
Date Processed : 21.01.2013 15:48:26
0.00 - T T T T T |
0.00 0.05 010 015 0.20 0.25 Area Ratio
Leve| Conc. Rati'Mean Area[ SD I %RSD | Area Ratio 1 I Area Ratio 2 | Area Ratio 3 | Areal | Area2 [ Area3
1 . 0.4 0.0532043 2.335463e-0 4389566 [ 0.0407663 v 0.0548563 v 0.0515535 201,170 267,388 252,691
2 1.2| 01715675 3.593780e-0| 2.094675 [v 0.1695563 [v/ 01757166 v 0.1694235 836,037 857,708 951,493
3 2 02985103 2.93603%e-0 0.9835635 [v 0.2968408 [v' 0.3019005 v/ 0.2967898 1499408 1510807 1451827

Abbildung 88. Kalibrationsgerade der Dehydroepiandrosteron (4)-Stammlésung gelést in 36 % w/v Hydroxypropyl-B-

cyclodextrin

7.6.2.9 Androstendion in Methanol

F1 Androstendion J 3
Y=aX+b
A a = 3,068122+006
1 b=0
5000000 R™2 = 0,3997762
] R =0.5553381
1 RS5 = 3,402323e+005
5000000
E Exdemal Standard
] Calib Curve:Linear
] Zero:Force Through
4000000+ Weight:Mone
] Mean RF - 3.054571e+008
4 RF S0 : 3.5701 742004
2000000 RF %RSD - 1,168797
] Date Processed : 11.03.2013 10:34
2000000
1000000-
D-""I""I""I""I' T T T
000 025 050 075 100 125 150 175 Conc.
Level Conc. Mean Area SD %ERSD Areal Area? Areal
1 04 1225367 1,5857h2e+004 1,297368 ([V] 1243512 [¥] 1218705 [V 1213885
2 1.2 3631520 3.163117e+004 0.870921 ([¥] 3602860 [] 3665612 [/ 3627290)
3] 2 6166512 2 416637=+004 0351897 [[¥] 6149424] V] 6183600 | 821044

Abbildung 89. Kalibrationsgerade der Androstendion (5)-Stamml&sung geldst in Methanol
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7.6.2.10 Androstendion in 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin

#1 Androstendion ! -
Y=aX+b
T a = 2,66670e+006
J b=0
J R™2 =09953264
1 R =0 5576605
EUUUUDU—_ RSS5 = 4 305415010
] Bxtemal Standard
] Calib Curve:Linear
4DUDDDD__ Zero:Force Through
E Weight:Mone
] Mean RF : 2 6766559e+006
=000000 . RF 5D : 1.565648=+005
. RF %R5D : 5,864116
] Date Processed : 11.03.2013 10:33]
2000000
1000000}
n 1 1 1 1 | | 1 U
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 Conc.
Level Conc. Mean Area SD %RSD Areal Area? Areal
1 D4 1142275 1,09559672+004 0.959456 | [¥] 1134529 [V] 1150025 1033873
2 1.2 3027560 7.535659%+004 2620807 | [V 295847 (] 3114371| [V 011161
3 2 5421533 2,227633e+005 4108361 |[¥] 5623250 [V 5182450 [¥] H4hBR5

Abbildung 90. Kalibrationsgerade der Androstendion (5)-Stammlsung geldst in 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin

7.6.2.11 Nandrolon in Methanol

#1 Mandrolon J £
Y=axX+h
e 2 = 3,07580e-006
] b=0
6000000 R"2=0.9995114
i R = 0.95995057
i RSS = 4,102103=+005
it Extemal Standard
1 Calib Curve:Linear
] Zera:Force Through
4EIIJIJEIIJIJ—_ Weight:Mone
Mean RF : 3,052318=+006
30000004 RF 5D : 4,554575e+004
1 RF %RSD : 1,452300
] Date Processed : 04 02 2013 07:45:
2000000
1000000}
e T N L B L
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 Caonc.
Level Conc. Mean Area sD %RSD Areal Area? Areal
1 04 1212311 6.035372e+003 0,497840 ([¥] 1213847 (V| 1217429 V] 1205656
2 1.2 J635513 5. 11645%e+004 1,405663 ([¥] 3601126 [V] 3620712 (V] 3657501
3 2 6185834 1.008027e+005 1.629573 [[V] 6180708 [V] 6087632 [V] B289101

Abbildung 91. Kalibrationsgerade der Nandrolon (6)-Stamml&sung gelost in Methanol
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7.6.2.12 Nandrolon in 36 % w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin

#1 Mandralon J 2
Y=aX+h
J\?rea a = 2 66087e+006
g b=0
5000000+ E?u:, gggﬂ'm%?ﬁ 13ﬂ?
] RSS = 3.165255e+005
] Extemal Standard
40'}'}0'}”‘_ Calib Curve:Linear
| Zero:Force Through
1 Weight:Mone
30000004 Mean RF : 2 651306e+006
] RF 5D : 8,142631e+004
i RF %RSD : 3,025531
E Date Processed ; 11.03.2013 10:24
2000000
1000000-]
['l 1 1 I 1 | 1 I U
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 Conc.
Level Conc. Mean Area sD %ZRSD Areal Area? Areal
1 04 1106776 3,441352e+004 3.1059348 ([¥] 1093851|[V] 1080664] V] 1145773
2 1.2 3158185 4,060526e+004 1,285713 [[V] 3135308 [V 3204797 [V] 31304623
3 2 5334158 3.838081e+004 0,719529 [[¥] 5307019 [¥] 5361298 [ 5690551

Abbildung 92. Kalibrationsgerade der Nandrolon (6)-Stammldsung geldst in 36

% w/v Hydroxypropyl-B-cyclodextrin



