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Einleitung 7

1 Einleitung

1.1 Bioaktive Glykokonjugate

Mit ihren terminalen Glykanstrukturen zahlen Glykaoigine, Glykolipide und Proteoglykane
zu der bedeutenden Klasse der Glykokonjugate. Dkoamplexe Zuckerstrukturen zeigen
einen groRRen Einfluss auf die distinkte Bioaktivitier natirlichen Produkte oder auf die
Detoxifikation von Xenobiotika (Engels und Ellin@22). Sie spielen eine aktive Rolle bei
der Strukturgebung und Stabilitatsregulation, beer dSignaltransduktion und der
Apoptoseinduktion (Alavi und Axford 2008). Dariid@naus dienen die Glykokonjugate als
multifunktionale Informations-Carrier in der Zele#- und Zell-Matrix-Kommunikation. Sie
sind an der Steuerung von Entwicklungsprozessefektionen und Immunreaktionen
beteiligt (Lis und Sharon 1993). Die zahllosen wstthiedlichen Verknupfungsmaoglichkeiten
zwischen den einzelnen Saccharideinheiten, diehdiee Stereo- und Regioselektivitat
definiert sind, bedingen die hohe Komplexitat imfléau der Glykanstrukturen. Damit sind
sie Biopolymere mit der hdchsten Diversitat, diedar Natur vorkommen. Dies fihrt neben
dem genetischen Code zu einem weiteren Transferaystiospezifischer Informationen,
dessen enorme kodierende Kapazitat fundamentdidivlodulation zellularer Funktionen ist
(Gagneux und Varki 1999, Alavi und Axford 2008).dukaryontischen Zellen lassen sich die
Glykokonjugate hauptsachlich in N- und O-Glykopnogg in Glykolipide und in
Proteoglykane aufteilen. Im Gegensatz zu den Gigktdn und Glykoproteinen tberwiegt
bei den Proteoglykanen der Glykananteil. Als Ire#zarmatrixkomponente tragen die
Proteoglykane eine oder mehrere Glykosaminoglykideke (GAGs), die bis auf die
Hyaluronsaure alle kovalent mit eingdore-Protein verknipft sind (Varket al. 2009). Die
GAGs, z. B. Chondroitinsulfat, Heparansulfat, Detangulfat oder Keratansulfat, sind in
viele physiologische Prozesse involviert. Zu ihneéhlen auch Zell-Zell-Adhasion,
Zellmigration, Zellproliferation und Metastasieruagn Tumoren. Die Glykane der Proteine
sind kovalent an der Amid-Gruppe des Asparagin&(ian) oder an der Hydroxylgruppe
des Serins oder Threonins (O-Glykan) gebunden (Aetbial. 2010). Das spezifische
Glykosylierungsmotiv der N-Glykane ist durch die rsensussequenz Asn-X-Ser/Thr
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gekennzeichnet (Kottgeet al. 2003, Marinoet al. 2010). Die N-Glykosylierung erfolgt im
rauen endoplasmatischen Retikulum durch einen rglaonalenen bloc Transfereines
Dolicholpyrophosphat-Oligosaccharidvorlaufers, beehd aus 14 Monosacchariden, auf ein
Asparagin der Konsensussequenz (Kowask al. 2006, Varki et al. 2009). Das
Glykantrimming, die Verlangerung und die Terminaterfolgen im Golgi Apparat (Varlet

al. 2009). Dabei entstehen in Abhéangigkeit von denem®nden Glykosyltransferasen und
Monosaccharidbausteinen drei unterschiedliche Gigkterminanten: der Oligomannose-
Typ, der Hybrid-Typ und der komplexe Typ (Abbildudg Allen drei Klassen ist die so
genannte Core-Struktur Man@1—6)[Man@1-3)]Man1-4)GIcNAcB1-4)GIcNAcB1-Asn-

X- gemeinsam.

06

Lo o

Oligomannose Complex Hybrid

Abbildung 1:  Klassen der N-Glykane nach Varkiet al. (Varki et al. 2009)

Nach Glykantrimming, Verlangerung und Terminationtséeehen in Abhéangigkeit von den anwesenden
Glykosyltransferasen und Monosaccharidbausteinen udterschiedliche Glykan-Klassen: der Oligomaenos
Typ, der Hybrid-Typ und der komplexe Typ. Die gensasime KernregiorQore-Struktur) ist eingerahmt.

[l -GlcNAc; @ -Mannose A -Fucose (O -Galaktose . -N-Acetylneuraminséu

Im  Vergleich zu N-Glykanen zeichnen sich  O-Glykanalurch  kirzere

Oligosaccharidstrukturen aus. Hierbei erfolgt dieosgnthese durch sequentiellen
posttranslationalen Transfer der Monosaccharide dasf Polypeptid mithilfe spezifischer
Glykosyltransferasen (Spiro 2002). Bei den O-Glykiesungen findet man O-Glykane des
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Mucin-Typs aber auch seltener vorkommende Struktureie z. B. Glukose-,
N-Acetylglukosamin-, Galaktose-, Mannose- und Fukasmilpfte O-Glykane (Hosslet al.
2009). Serin, Threonin, Hydroxyprolin und Hydroxsily mit Hydroxyl-Gruppen tragenden
Seitenketten sind in der Lage O-glykosidische \fetbngen einzugehen. Bei der am
haufigsten vorkommenden O-Glykosylierung des Muliyps stellen Serin und Threonin die
Bindungspartner der Polypeptide dar (Marietoal. 2010). Bei ihrer Biosynthese im Golgi
Apparat wird in einem ersten SchrittN-Acetylgalaktosamin  (GalNAc) durch
PolypeptidN-Acetylgalaktosaminyl-Transferasen (ppGalNAcTs) &#rin oder Threonin
Ubertragen (Bennett al. 2012). Die Verlangerung der Glykankette erfolgt spezifischen
Glykosyltransferasen, wobei 8 unterschiedliche K&ukturen entstehen kénnen, die am
nicht-reduzierenden EndeFukose (-Fuc), N-Acteylneuraminsaure (Neu5Aa);Galaktose
(Gal) oderN-Acteylgalaktosamin (GalNAc) tragen (Tabelle 1).lell gemeinsam ist das
Tn-Antigen GalNAcq1-Ser/Thr.

Tabelle 1: Strukturen der O-Glykan-Kernstrukturen ( Varki et al. 2009)

Bezeichnung Kernstruktur

Core 1 oder T-Antigen Gal(31-3)GalNAc@l-Ser/Thr

Core 2 GIcNAc(B1-6)[GalB1-3)]GalNAc@l-Ser/Thr
Core 3 GIcNAc(B1-3)GalNAc@l-Ser/Thr

Core 4 GIcNAc(B1-6)[GIcNAc(31-3)]GalNAc(@l1-Ser/Thr
Core 5 GalNAc(al-3)GalNAc@l-Ser/Thr

Core 6 GIcNAc(B1-6)GalNAc@l-Ser/Thr

Core 7 GalNAc(al1-6)GalNAc@l-Ser/Thr

Core 8 Gal(@1-3)GalNAc@l-Ser/Thr

Glykosphingolipide stellen wichtige Bestandteiler déellmembran dar, bei denen die
hydrophilen Kopfgruppen der Oligosaccharide alsz#pehe Erkennungssequenzen fir
Proteine fungieren. Die Grundstruktur dieser Glykgkgate bildet das Ceramid, das sich
vom Aminoalkohol Sphingosin ableitet. Durch Acegyling der Aminogruppe mit einem
Fettsaurerest und anschlielBender Verkntpfung ddrdxylgruppe des Sphingosins mit dem

ersten Zuckerrest entstehen Cerebroside. Bedingthddie gebundene Hexose werden
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Galaktocerebroside und Glukocerebroside untersehieAusgehend vom Glukocerebrosid
entsteht zunachst durch Transfer von Gal Laktosgto@ als gemeinsame Grundstruktur der
neutralen Ceramidoligosaccharide (Globoside) und @auren Glykosphingolipide.
Gangliosidesind saureSialinsdure enthaltend8lykosphingolipide(Abbildung 2) die sich
durchmindestengine meistensnehrereNeu5AcResteauszeichnen (Wennekes al. 2009).
Beispielesinddie GangliosidederGM-, GD-, GT-, GQ-Serie.

(0]
HO _OH OH

o HOOC oéol o,é:o H"r‘mf’
o oH HO O\W
OH 10
HO OH

Glucosylceramid Ceramid

N-Acetylneuraminséure

Abbildung 2:  Struktur eines  Glykosphingolipids (Gamgliosid GM3) nach Wennnekest al.
(Wennekes et al. 2009)

Die Grundstruktur dieser Glykokonjugate bildet dzramid, das sich vom Aminoalkohol Sphingosin aétei

Durch Acetylierung der Aminogruppe mit einem Faitgiest und anschlieBender Verknipfung der

Hydroxylgruppe des Sphingosins mit dem ersten Zekéentstehen Cerebroside.

Die sauren Glykosphingolipide sind Bestandteile Membransysteme in Nervenzellen und
der weil3en Substanz des Gehirns. Im NervensystemSé@nigetieren ist eine fast zehnmal
hohere Expression von Gangliosiden als in anderagar@n festzustellen (Kottgest al.
2003). In einer neueren Publikation wird von dergiation der Apoptose durch
Sphingolipide inS. cerevisiaderichtet (Reget al.2014). Sie spielen eine bedeutende Rolle
bei der zellularen Antwort auf diverse Stimuli ufghgieren alsMessengerin Signal-
Pathways die den Zellzyklusarrest, die Differenzierungs 8igration, die Angiogenese oder
die Proliferation im zellularen Prozess kontrokier{Hannun und Obeid 2008).

Trotz der hohen Diversitat an vorkommenden Strukiugibt es einige prominente Beispiele
an Glykandeterminanten, die durch ihr haufiges dorknen fur eine verstarkte Erkennung
sprechen (Varkiet al. 2009). Zu den haufigsten peripheren Strukturenleméyp 2
N-Acetyllaktosamin (LacNAc; Ggl-4)GIcNAc) und Typ 1N-Acetyllaktosamin (Neo-
LacNAc, GalB1-3)GIcNAc). Beide Grundstrukturen kommen im ABH(@nd im Lewis
Blutgruppensystem vor (Varkiet al. 2009). Im Verlauf des Entwicklungsprozesses
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unterliegen die terminalen ErkennungsstrukturerereRegulation. Damit einher geht auch
eine Veranderung des Informationsgehaltes der @bdi@rminanten. Wahrend in der
postnatalen Phase i-Blutgruppen-Antigene lineahg-bacNAc Strukturen darstellen, werden
die I-Gruppen eines alteren Menschen als verzwepgty-LacNAc Struktur exprimiert.
Veranderte Strukturen sind haufig assoziiert mit ebgerkrankungen oder auch
Autoimmunerkrankungen. IgA Nephropathie und rhewnlat Arthritis reprasentieren eine
pathologische Fehisteuerung im Aufbau der Glykasdehanten, die wegen einer
A-Galaktosylierung zu einer entzindlichen Immunamtwihrt (Floege und Feehally 2000,
Floege 2003, Shinzaket al. 2008). Ein abnormales O-Glykan vom Mucin-Typ, @ess
Expression mit Krebserkrankungen und auch andewsktlonsstbrungen assoziiert ist, ist
das Tn-Antigen, die Vorlauferstruktur vieler O-Géyle. Die Expression des Tn-Antigens
kann als Folge einer Mutation einer spezifischefakdasyltransferase (T-Synthase) oder des
Chaperons (Cosmc) auftreten (Jet al. 2011). Auch in Prokaryonten kommen
Glykokonjugate vor. Der Murein-Sacculus, das Skalett der Zellwand von grampositiven
und gramnegativen Bakterien, ist ein netzartig abéytes Makromolekil aus
Polysaccharidketten und quervernetzten Peptiden.e DPolysaccharidketten des
Peptidoglykans sind alternierend ad$-Acetylglukosamin undN-Acetylmuraminsaure
aufgebaut. Nach auf3en hin ist die Mureinhulle gregativer Bakterien mit einer Membran
aus Lipoprotein und Lipopolysacchariden bedecké Dpopolysaccharide bestehen aus dem
Lipid A, einem Kern-Oligosaccharid und den spezlisn O-Antigene (Samuel und Reeves
2003). Die Klassifizierung der gramnegativen Baktemwird an Hand der O-Antigene, die
extrem immunogen wirken, der H-Antigene (Flagellamd der K-Antigene (Kapsel)
vorgenommen (Nataro und Kaper 1998). Viele pathedgstamme wie z. BE. coli 0128,
0127 und 086 tragen Blutgruppen-Antigene auf ihéifieren Membran, um durch
molekulares Mimikry dem Immunsystem des Wirtes atkemmen (Maet al. 2006, Moran
2008). Die klassische Definition der Gykokonjug&@nn durchaus auf die in der Natur
vorkommenden Sekundérmetabolite von Pflanzen uridddirganismen, wie z. B. Digitalis-
Glykoside und die antibiotisch wirkenden Glykosid8treptomycin und Kanamycin,
ausgedehnt werden (Elling 1997). Die Biodiverditét nattirlichen Produkte wird erméglicht
durch Mono- und Oligosaccharide, die an eine Aghykanheit gebunden sind.
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1.2 Synthese der Glykokonjugate

Das Verstandnis von Struktur und Funktion der niatiirvorkommenden Glykokonjugate
stellt immer noch eine Herausforderung dar. Studzen den vielfaltigen biologischen
Prozessen erfordern die Bereitstellung definie@sikokonjugatstrukturen als potentielle
Zielprodukte fur therapeutische und pharmazeutiggigikationen.

Aufgrund der strukturellen Diversitat der Gykokoggie ist die chemische Synthese dieser
Biomolekule schwierig. Das Schitzen und Entschitzen funktionellen Gruppen ist
zeitaufwendig und fihrt meist nur zu moderaten Ausbn. Die automatisierte
Oligosaccharid-Synthese stellt einen innovativemtdetiritt auf chemischem Sektor dar
(Seeberger 2009). Ferner konnten chemoenzymatisae® Fest-Phasen unterstitzte
Synthesen die Produktion von Glykanen fur funktien8tudien erleichtern (Wu und Wong
2011, Bojarovaet al. 2013). Fur die praparative Synthese von Gykokaipmy sind
enzymatische Strategien jedoch attraktiver (Hancstckl. 2006, Rich und Withers 2009).
Eine Voraussetzung hierfur ist die Verfugbarkeih veativen oder rekombinanten Enzymen
fur die kovalente Ausbildung distinkter glykosidier Verbindungen. Die enzymatische
Synthese mithilfe von Glykosyltransferasen, Glykasien und Glykosynthasen in wassrigen
Losungen bei moderaten Temperaturen bewéhrte $schukunftsorientierte Methode mit
einem Aspekt der Nachhaltigkeit.

1.2.1  Glykosidasen und Glykosynthasen

Glykosidasen stellen eine wichtige Gruppe von Ermymdar, die neben ihrer
hydrolysierenden Funktion auch zur Ausbildung eiglgkosidischen Bindung durch reverse
Hydrolyse oder Transglykosylierung befahigt sindchi@®altz et al. 2011). Durch eine
thermodynamisch oder kinetisch kontrollierte Reaktivird die Synthesereaktion ermdglicht.
Im Gegensatz zu der absoluten Stereo- und Regkts#f@ der Transferasen kommt es
wegen der fehlenden Prazision in der Regiosele&tivzur Bildung von Regioisomeren
(Bojarovad und Ken 2009). Dies fuhrt zusammen mit der Hydrolyse murmoderaten
Produktausbeuten (Muragéa al. 2005). Aligemein Ubliche Synthesestrategien siedolei der
Einsatz von hohen Konzentrationen an Di- oder Qigahariden, kinetisch bevorzugten

Substraten oder die Zugabe von organischen Soérenkine neuere Methode stellt die
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Nutzung von Mikrowelleneinstrahlung zur Synthese n voNukleotid-aktivierten
Oligosacchariden mit Galaktosidasen dar (Kamexkal. 2012). Ein grol3er Vorteil bei der
Synthese von Glykokonjugaten mit Glykosidasen igt sehr gute Verfligbarkeit, viele
werden im industriellen Mal3stab produziert. Sonélsder Einsatz an Glykosidasen oft
keinen limitierenden Faktor dar. MalRRgeschneidertetagenesemethoden flhrten zu den
sogenannten Glykosynthasen (Cobucci-Ponzdral. 2011), die ohne glykanhydrolysierende
Funktion effizient in Glykosylierungsreaktionen gasetzt werden kdnnen (Perugiebal.
2004, Hancocket al. 2006). Diese Strategie ermoglichte den Aufbau sieezymatischen

Werkzeugkastens fur gezielte Anwendungen (linal.2007).

1.2.2  Glykosyltransferasen

Zu den Glykosyltransferasen (GTs), einschliel3lich er d Leloir- und
Nicht-Leloir-Glykosyltransferasen, zahlen 94 Fasmli Sowohl putative als auch bereits
identifizierte Enzyme sind aufgrund ihrer weitgetietibereinstimmenden Motive in der

Primarsequenz in der CAZy-Datenbankttg://www.CAZy.orgj zu finden. Eine

herausragende Eigenschaft der Glykosyltransferastn ihre absolute Stereo- und
Regioselektivitat, die die Synthese der Zielstrudtuohne Entstehung von Nebenprodukten
ermdglicht. Dabei katalysieren die Leloir-Glykosghisferasen den Transfer eines
Zuckerrestes von einem aktivierten Glykosyldonor uKMotidzucker) auf ein
Akzeptorsubstrat. Das hohe Angebot von Akzeptomsatesn umfasst Glykane, Lipide,
Peptide, Nukleinsauren sowie komplexe naturliche synthetische Verbindungen (Bojarova
et al. 2013). Gegenwartige Limitationen fur die Synthdee Glykanstrukturen sind allerdings
der hohe Preis der erforderlichen Nukleotidzucket die heterologe Produktion der Enzyme,
die oft einhergeht mit nur moderaten Enzymaktiemét Dartiber hinaus sind nicht alle
Transferasen in rekombinanter Form fir die Bioket@lzuganglich. Des Weiteren zeigen
einige GTs aufgrund der konservierten starren 8irek der Donor-Akzeptor-Bindetasche
der Enzyme keine Akzeptanz von modifizierten Akpegabstraten, so dass der synthetische
Zugang zu artifiziellen Neo-Glykokonjugaten eindesmkt wird. Neuere Methoden des
.Protein-Engineerings” mit Sattigungsmutagenese, gezielter Mutagenesezighgerichteter
Evolution fuhrten fir einige Enzyme zu einem bn&ite Substratspektrum (Williamest al.
2007, Williamset al. 2008). Die Promiskuitat der Natur-Produkt-Glykdsyhsferasen wird

mit diesen Methoden enorm erweitert, so dass nepplikationsmdglichkeiten zur
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Verfigung stehen. Insgesamt betrachtet konnten66aleloir-Glykosyltransferasen ihre
hervorragende Funktionalitat in der Glykokonjugatbgse mit nahezu quantitativen
Umsatzen beweisen (Schmadtizal.2011).

Unter den Nukleotidzucker-abhangigen GTs sind é&trder GT-A- und GT-B-Strukturen
zu finden (Bretoret al. 2006, Lairsoret al.2008). Die GT-B-Struktur besteht aus 2 einzelnen
Rossmann Domanen mit einer verbindenden Linkerdtegnd einem katalytischen Zentrum
zwischen den beiden Domanen. lhre Struktur mit@&erminalen Nukleotid-Binde-Domane
ist stark konserviert. Obwohl die GT-B Enzyme eigezymaktivierung durch divalente
Metallionen erfahren, zeigen sie keine unbedingt#hdhgigkeit von diesen Kofaktoren.
Enzyme mit GT-A-Struktur weisen eine Rossmann $tnukit o/p/o. Anordnung, bestehend
aus 12 B-Faltblattern und 7a-Helices, auf. Das typische DXD Motiv steht Ubere di
Koordination mit divalenten Kationen mit den Phosginuppen des Nukleotiddonors in
Interaktion. So ergibt sich eine strikte Abhangigkeon divalenten Metallionen fur die
Enzymaktivitat. In  beiden Struktur-Familien entspti der Mechanismus des
Glykosylgruppentransfers einer nukleophilen Substih (Abbildung 3). Die Retention der
Konfiguration am anomeren C1l-Kohlenstoffatom degkéwringes erfolgt durch doppelte
Verdrangung nach einery&-Reaktion, die Inversion verlauft durch einfacherdf&angung
nach einer 2 Reaktion (Schmaltet al.2011).
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20 b)
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Abbildung 3:  Nukleophile  Substitution
(Schmaltzet al. 2011)

Glykosylguppentransfers  nach  Schmaltzet al.

Die Inversion der Konfiguration am anomeren Cl-Kuoistoffatom des Zuckerringes verlauft Gber einfache
Verdrangung nach eineg3 Reaktion (a). Die Retention erfolgt Gber einemklfe Verdrangung nach eingglS

Reaktion (b).
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1.2.3 Nukleotidzucker

Fur die Synthese von Glykokonjugaten mithilfe vonykesyltransferasen sind die
Nukleotidzucker als Donorsubstrate unerlasslichmiderziell verfugbar sind UDR-D-
Glukose (UDP-GIc), UDRx-D-Glukuronsaure (UDP-GIcA), UDRB-D-Xylose (UDPb-Xyl),
UDP-u-D-Galaktose (UDP-Gal), UDR-D-Glukosamin (UDP-GIcNER), UDP-u-D-
Galaktosamin (UDP-GalNh, CMP{-D-Neuraminséure (CMP-Neu5Ac), GDiPe-Mannose
(GDP-Man) und GDRB-L-Fukose (GDP-Fuc). Dabei offenbart sich GDP-Fuceméem Preis
von circa 700 €/5 mg als der teuerste NukleotideucWegen der sehr hohen Kosten ist die
eigene Synthese dieser Donorsubstrate fur die @tiya Synthese von Glykokonjugaten von
grolem Interesse. Ausgehend von Nukleosid-Triphatgph und einem aktivierten
Zucker-1-Phosphat katalysieren Pyrophosphorylaseie @&ynthese der primaren
Nukleotidzucker. Die so hergestellten primaren Nokbzucker kbnnen durch Epimerasen
Dehydratasen, Reduktasen oder auch Carboxylasensekundéaren Nukleotidzuckern
modifiziert werden. Zu ihnen gehéren UDP-Gal, UDRA; UDP-Xyl, UDP-u-D-
Galakturonsaure  (UDP-GalA) oder UDRPArabinose (UDP-Ara). Zahlreiche
Biosynthesewege der primaren und sekundéren Nudtkemker in Pro- und Eukaryonten
sowie die préparative Synthese dieser naturlichah micht-natirlichen Zuckernukleotide
sind umfangreich beschrieben worden (Elling 1997lté8 und Elling 1999, Ruppratét al.
2005, Thibodeauxet al. 2008). Neuere verwendete Enzyme zur Synthese vD®P-U
aktivierten Zuckern sind UGPase ddslicobacter pyloriund CalLS7aus Micromonospora
echinospora,die zur in vitro Synthese von UDP-GIc und dTDP-Glukose (dTDP-Glc)
eingesetzt wurden (Engels und Elling 2012). Einr 9dateressantes Beispiel wird von der
Pyrophosphorylase auBopulus deltoides (kanadische Schwarz-Pappel) geliefert. Nach
Expression inE. coli zeigte sie als GST-Fusionsprotein ausgehend voR Wmd den
entsprechenden Zucker-1-Phosphaten die BildundJ@R-Glc und UDP-Gal (Kim und Ahn
2013). Die Promiskuitdt der UDP-Zucker-Pyrophosptase AtUSP ausArabidopsis
thaliana fur die Nukleotide UTP, dUTP und dTTé&mdglichte die Synthese der naturlich
vorkommenden UDP-Gal, UDP-Glc, dUDP-Galaktose uf®R-Glc und der unnattrlichen
Substrate UDP-6-Desoxy-Galaktose und UDP-4-Azido-Galaktose (@iial.2013).

Die Rolle der bakteriellen dTDP-Zucker, die als Dwmubstrat fur prokaryontische
Glykosyltransferasen dienen, ist grof3. Studien degledie Rolle der Desoxyzucker als
Erkennungselement beim Wirkungsmechanismus debidtika und Anti-Tumor Pharmaka
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(Rupprathet al. 2005). Die praparative Synthese von den dTDP-ikten Desoxyzuckern
dTDP-6-Desoxy-4-Keta-D-Glukose (dTDP-4-Keto-6-Desoxy-Glc), dTOR=--Rhamnose,
(dTDP-Rha) dTDRx-D-Quinovose und dTDIe-bD-Fukose ausgehend von dTDP und
Saccharose ermdoglichte den synthetischen Zuganigomponenten fir die biochemische
Charakterisierung des Biosynthesewegs der DesokgrzU€Elling et al. 2005). Auch die in
der Natur nicht vorkommenden derivatisierten Nukiucker sind als Werkzeug fur
diagnostische Zwecke von grofem Interesse. Duremoknzymatische Synthese gelang es,
biotinylierte UDP-Gal- und UDP-GalNAc-Derivate hastellen. Somit konnte eine neue
Plattform-Technologie zur Diagnose von Krankheitie,in Verbindung mit Glykandefekten
stehen, entwickelt werden (Bultet al. 1997, Bulteret al.2001, Namdjotet al.2007).

Ein Nukleotidzucker von besonderem kommerzielletergsse ist UDP-GIcA, der in
pflanzlichen, tierischen und bakteriellen Organisnma Glukuronatweg entsteht. Ausgehend
von UDP-Glc katalysiert die UDP-Glukose-DehydrogenéEC 1.1.1.22) die Oxidation des
C6-Kohlenstoffatoms zur Uronsaure. Im tierischeaffétechsel kdnnen viele korpereigene
(z. B. Steroidhormone und Bilirubin) sowie kérperfrde Stoffe, z. B. Pharmaka, nach
Kopplung mit Glukuronsaure im Harn wasserl6sliclsgaschieden werden. Die UDP-GICA
ist daher ein bedeutender aktivierter Zucker. Dre vitro Glukuronidierung von
Pharmazeutika ermoglicht eine schnelle Vorhersége den Metabolismus neu entwickelter
pharmazeutischer Wirkstoffe. In einem frihen Enkiingsstadium kann eine Vorselektion
von unerwinschten Eigenschaften des untersuchtearm@kons, wie z.B. eine hohe
hepatische Clearance stattfinden und das Transferpotential der korigeren
Glukuronyltransferasen untersucht werden. Diesbzgiligenin vitro Untersuchungen zur
Glukuronidierung reduzieren die hohen Kosten dezn@mittelentwicklung in erheblichem
Maf3e. Weiterhin stellt UDP-GICA eine Synthesevdestuon Glykosaminoglykanen, wie
Hyaluronsaure (HA) und Chondroitinsulfat, dar, dien Gewebe Bestandteil der
extrazellularen Matrix sind. Die fehlende Immunaigg@macht HA zu einem sehr attraktiven
Baustein fur die Entwicklung neuartiger biopharmaieher Wirkstoffe und Biomaterialien.
Zusammenfassend muss die UDP-GIcA furidigitro Glukuronidierung von Pharmazeutika
und fur diein vitro Synthese von kurzkettiger Hyaluronsaure in ausesiden Mengen zur
Verfigung stehen. Nachteile bei der Isolierung d&P-GIcA aus pflanzlichen und oder
bakteriellen Organismen sind schwankende Konzeowet und schlechte Ausbeuten. Im
Mittelpunkt des Interesses stehen daher SystereedidiVerfiigbarkeit durch effektive und

nachhaltige Syntheseverfahren garantieren. In @eiges Jahren wurde eine UDP-Glukose-
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Dehydrogenase aus Kalbsleber auritro Synthese von UDP-GICA genutzh vivo konnte
die Synthese von UDP-GIcA . cerevisia@tabliert werden. Hier wurde die $ cerevisiae
vorkommende intrinsische UDP-Glc zur Oxidation ddsukleotidzuckers durch
Uberexpression einer UDP-Glukose-Dehydrogenasetzief@ka und Jigami 2006). Eine
enzymatischén vitro Synthese mit rekombinanten Enzymen wurde bislacig beschrieben.
GDP-Fuc, ein weiterer Nukleotidzucker von groRRenteresse, ist als Substrat fur
Fukosyltransferasen (FucTs) zur Synthese von fuiarsn Oligosacchariden unerlasslich.
Des Weiteren ist auch der Einsatz von GDP-Fuc zuwi€klung von Diagnostika bei
Krankheiten, die mit einer A-Fukosylierung assazsend, von Bedeutung. Zur Synthese von
GDP-Fuc wurde das Salvage Pathway &grerstmals von Coynet al. beschrieben (Coyne
et al. 2005). Nach erfolgreicher Klonierung konnte e€incoli BL21(DE3) exprimiert und
die in vitro Funktion des Enzyms zur Produktion von GDP-Fugelsnd von.-Fuc, ATP
und GTP nachgewiesen werden (& al. 2009). Daruber hinaus fand das rekombinante

Enzym Einsatz zur Synthese von Lein@ykanderivaten (Wangt al.2009).

1.2.4  Synthese von Glykokonjugaten mit Multi-Enzym-Kaska  den

Enzym-Kaskaden zur Synthese von Glykokonjugatdtesteine attraktive Plattform dar, mit
der hohe Ausbeuten von natirlichen und neuen hgbriduckerstrukturen erzielt werden
kénnen. Mit malRgeschneiderten Synthesestrategiemn kain breites Spektrum von
Glykosidasen, Glykosyltransferasen und Kohlenhydratlifizierenden Enzymen sowie auch
von Enzymen zur Nukleotidzucker Synthese aus urh@dlichsten Quellen verwendet
werden. Diese Multi-Enzym-Systeme konnen dabei eatee Kombination von Enzym-

Modulen verstanden werden, die sowwhVitro als auchn vivo zu nutzen sind (Sauerzapfe
und Elling 2008)

1.2.4.1 In vivo Kaskaden

Die in vivo Kaskaden Synthese von Glykokonjugaten nutzt gesfetismanipulierte

Mikroorganismen als Zellreaktor. Mit gezielten Hifign in bekannte Biosynthesewege
vieler Bakterien und niederer Eukaryonten werderchiibertragen neuer Funktionalitaten
Zellfabriken konstruiert. So werden entsprechena@mesGzur Synthese von Glykanen aus

gemeinsamen oder fremden Biosynthesewegen firedexdloge Expression in ausgewahlte
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Wirtsorganismen transformiert. Die Enzyme als Wetdge missen nicht isoliert und
aufgereinigt werden. Im Vergleich Zn vitro Bedingungen ist die Langzeitstabilitat in der
natirlichen Umgebung hoher. Dia situ Regeneration der Kofaktoren kann durch den
Metabolismus der genutzten Zellen bereitgestelitdere (Oroz-Guinea und Garcia-Junceda
2013). Die mdogliche Interaktion der Zielproduktet ndiem zentralen Metabolismus der
Ganzzellreaktoren stellt einen generellen Nacliteildie Energieproduktion dar (Ruffingt

al. 2006). Das Verhindern der Produktdegradierungreeit die gezielte Ausschaltung der
betreffenden Gene im Wirtsorganismus. Auch die Esgion einer aktiven eukaryontischen
Glykosyltransferase kann einen limitierenden Fakltarstellen, so dass der Wirt mit grol3er
Sorgfalt ausgewahlt werden muss (Ruffiey al. 2006). Reviews von Ruffingt al,
Sauerzapfeet al. und Chonget al. beschreiben eine Vielzahl von erfolgreichen Oligod
Polysaccharidsynthesen in mikrobiellen Systemenkionitbinatorischer Biosynthese (Chong
et al. 2005, Ruffinget al. 2006, Sauerzapfe und Elling 2008). Hervorzuhelkad &ier
insbesondere die Zielstrukturen, HA, 2 -Fukosylbelet (2°-FL) und Rhamnolipide.

Die in vivo Produktion des Biopolymers HA, das in diverse dojidche Prozesse involviert ist
und wegen der fehlenden Immunogenitét ein Subgtratkommerziellem Interesse darstellt,
konnte inStreptococcus zooepidemiarfolgreich etabliert werden (Blaré al. 2005, Chong
et al. 2005). Hyaluronséaure ist ein nicht-sulfatiertes &GAdas aus sich wiederholenden
Disaccharideinheiten  von -1,4D-Glukuronsaure und B-1,3-N-Acetyl-D-Glukosamin,
(-4GIcA(B1-3)GIcNAc(1-) aufgebaut ist. Folglich missen fiur die SynthéseHA mit der
Hyaluronan Synthase (HasA irBtreptococcus zooepidemiguslie Nukleotidzucker
UDP-GIcA und UDP-GIcNAc bereitgestellt werden. ZBroduktion von HA wird der
komplexe Syntheseweg vo8treptococcus zooepidemicgenutzt (Abbildung 4). Beide
Nukleotidzucker sind aber auch Komponenten derdvatten Zellwand. Daher steht die HA-

Synthese in Konkurrenz mit dem Zellwachstum.
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Abbildung 4:  Biosyntheseweg zur Produktion von HA ach Blank et al. (Blank et al. 2005)

Zur Produktion des nicht-sulfatierten GAGs wird #emplexe Syntheseweg v@ireptococcus zooepidemicus
genutzt. Fir die Synthese des Polymers mit der Hyaluronamttage (HasA) muissen die Nukleotidzucker
UDP-GIcA und UDP-GIcNAc bereitgestellt werden.

Ein weiterer Fortschritt konnte mit einer Multi-Bma-Kaskade zur Rhamnolipid Synthese
(Abbildung 5) ausgehend von Glc mit dem nicht-pgdren Bakterienstamiseudomonas
putida erzielt werden (Wittgen®t al. 2011). Rhamnolipide, aufgebaut aus ein oder zwei
Hydroxyfettsduren, glykosidisch mit ein oder zwehanoseresten verbunden, stellen in
ihrer Eigenschaft als grenzflachenaktive Stoffeldgscher Herkunft Zielstrukturen von
hohem industriellen Potential dar. Dazu wurden @enerhlA (3-Hydroxyacyl ACP O-3-
Hydroxyacyltransferase) undhlB (Rhamnosyltransferase) alseudomonas aeruginosa
Pseudomonas putidaxprimiert und der Entner Doudoroff Pathway sower @Pentose-

Phosphat Zyklus des Wirtes genutzt.
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Abbildung 5:  Syntheseweg zur Produktion von Rhamndpiden in Pseudomonas putida nach
Wittgens et. al. (Wittgens et al. 2011)

Zur Synthese der Rhamnolipide wurden die Gen& (3-Hydroxyacyl ACP O-3-Hydroxyacyltransferase) und

rhiIB (Rhamnosyltransferase) aBseudomonas aerugino$a Pseudomonas putidexprimiert und der Entner

Doudoroff Pathway sowie der Pentose-Phosphat ZydkdssWirteggenutzt. ED: Entner Doudoroff Pathway; PP:

Pentose-Phosphat Zyklus; PDC: Pyruvatdecarboxyigeru

Medizinisch relevante Glykanepitope stellen die-Bpitope dar. In der Natur kommen die
Trisaccharide Gadfl,3)Gal(1,4)GIcNAc und Gal{1,3)Galf31,4)Glc und das Pentasaccharid
Gal(@1,3)Gal@1,4)GIcNAc@1,3)Gal@1,4)Glc  als Epitop auf Glykoproteinen und
Glykolipiden bei nicht-Primaten Saugetieren vor.fgkund des nicht vorhandenen Epitops
kénnena-Gal-Epitop modifizierte Vakzine zur verstarktennhmnisierung bei der Grippe-,
HIV- und Krebstherapie verwendet werden. Ruffeigal zeigten die erfolgreiche Produktion
von Gal@l,3)Gal$1,4)Glc in Agrobacterium sp.(1 g/L Gal@l,3)Gal@31,4)Glc) durch
Transformation eines Fusionskonstruktes einer URP45Epimerase und einerd,3-GalT
unter Einsatz der Substrate Saccharose und LagRegtng und Chen 2010).

1.2.4.2 In vitro Kaskaden

Im Gegensatz zu den Ganzzellbiosynthesen von Gbyijagaten stelleim vitro Synthesen
weniger komplexe Systeme dar. Ein immer mehr expagcdes Angebot an Enzymen
prokaryontischer und eukaryontischer Herkunft sféitin vitro Strategien zur Verfiigung
(Rosencrantzet al. 2014). Nach umfangreicher Charakterisierung dervemwendenden

Biokatalysatoren kann die Reaktionsfihrung im Hilbhuf eine 6konomische Synthese mit



Einleitung 21

einem minimalen Einsatz an Enzymen, durch Eingtelien unterschiedlichen Enzym- und
Substratverhaltnissen und durch Variation des pHt¥geder Reaktionslésung optimiert
werden. Fur die verschiedenen Anwendungen konnenldddsliche als auch immobilisierte
Enzyme eingesetzt werden. Die Verwendung von imhsodsiten Enzymen in der
heterogenen Katalyse ermdglicht dariber hinaus dmetinuierliche und wiederholte
Reaktionsfihrung, die zu kostengunstigeren Arbmitggssen fuhrt. Ein grol3er Nachteil ist
allerdings die notwendige Enzymproduktion und Enayfreinigung, die zeitintensiv ist. Die
Produktisolation ist allerdings wegen der fehlentlieivenprodukte, die die Aufreinigung des
Zielproduktes bei dein vivo Biosynthese stdren, weniger aufwendig. Im Allgemeai flhrt
dies auch zu hoheren Produktausbeuten.iBBgitro Kaskadensynthesen unterscheidet man
zwischen sequentiellen und Ein-Topf Synthesen sdwrevergenten Synthesen, die jedoch

alle ihre Vor- und Nachteile bieten.

Sequentielle Multi-Enzym-Kaskaden

Bei den sequentiellen Kaskadensystemen handelt ids @m offene Systeme von
Mehrstufenprozessen mit einzelnen aufeinanderfolgersSchritten der Enzymkatalyse. Jeder
einzelne Schritt kann unabhangig von den anderenter ununterschiedlichen
Reaktionsbedingungen gefuihrt werden. Die Reaktidnehg erweist sich damit als
wesentlich einfacher. Bei der klassischen Mehrsgiathese werden die Zwischenprodukte
zunachst isoliert. Dies ist zeitaufwendig und fldutgeringeren Ausbeuten an Zielprodukt.
Daruber hinaus kann aber die aufwendige Isolaterzavischenprodukte durch konsekutiven
Einsatz der nachst folgenden Enzym-katalysiertegtkien in einem Topf umgangen werden.
Ein sehr bekanntes Beispiel liefert die chemoenzgtize Synthese von HA mit
Einzelaktivitdten der GICAT und GIcNACT, die durdhutagenese der bifunktionellen HA
Synthase auPasteurella multocidageneriert werden konnten (DeAngeés al. 2003). Die
immobilisierten Enzyme wurden hierbei sequentielt Synthese von HA-Einheiten mit
definierter Lange eingesetzt. Eine weitere Applikaliefert die Synthese von Oligo-LacNAc
Strukturen als Mediator der Zell-Zell-Kommunikatiothurch sequentiellen Einsatz der
bakteriellen B3-GIcNAcT ausHelicobacter pyloriund der humanef$4-GalT1 und den
Substraten UDP-Gal und UDP-GIcNAc (Sauerzapteal. 2009). Ausgehend von einer
chemisch  modifizierten GIcNAc-LinkdrBoc  Struktur konnten  mithilfe  dieser

Synthesestrategie bis zu 4 LacNAc-Einheiten mitindmfter Lange produziert werden.
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Zusatzlich gelang es, deren nicht reduzierende® Endch Verwendung von CMP-Neu5Ac
mit Sialinsaure enzymatisch zu modifizieren (Abbild 6). UDP-Gal und UDP-Gal-Biotin

als Donorsubstrate fuhrten mit eindr,3-GalT zunl,3-Galaktosyl-Derivaten.
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Abbildung 6:  Enzymatische Modifikation von definierten LacNAc-Strukturen nach
Sauerzapfeet al. (Sauerzapfeet al. 2009)

LacNAc (12) und DiLacNAc (14) wurden mit ein@?2,3-Sialyltransferase unter Verwendung von CMP-Meu5

als Donorsubstrat modifiziert.

N,N-Diacetyllaktosamin  (LacDiNAc, GalNAf(,4)GIcNAc) und seine Derivate
GalNAc(B1,4)GIcNAc-R sind hoch affine Liganden fur Rezeptoder immunstimulierenden
natirlichen Killerzellen. Der synthetische Zugangmzimmunstimulierenden Trisaccharid
GalNAc(B1,4)GIcNAc@B1,4)ManNAc konnte durch eine Transglykosylierung&ten einer
fungalenN-pB-D-Acetylhexosaminidasel @laromyces flavysmit oxidierten GalNAc§1-pNP
Strukturen als Glykosyldonor und GIcNA&d(4)ManNAc als Galaktosylakzeptor sowie
anschlie3ender chemischer Oxidation mit Naf&iindglicht werden (Fialovét al.2005).



Einleitung 23

Multi-Enzym-Kaskaden in Ein-Topf Systemen

Multi-Enzym-Kaskaden in Ein-Topf Systemen findefeam selben Reaktor statt, daher ist
die Reaktionsfuhrung allgemein anspruchsvoller afs sequentiellen Modus. Unter
Berucksichtigung aller biochemischen Eigenschafteninvolvierten Enzyme inklusive der
Kreuzinhibition von Zwischenprodukten kann die @pérung der Syntheseausbeute hier
durch Variation des pH-Wertes, der Enzymverhalanigsd der Substratverhaltnisse erfolgen.
Des Weiteren ermoglicht dieses geschlossene Sydieiermeidung der Produktinhibition
einer einzelnen Enzym-katalysierten Reaktion. Hwi3gr Vorteil ist die Mdglichkeit dan
situ Regeneration der teuren Nukleotidzucker mit ein8ymthesekreislauf, so dass die
Synthesen kostenglinstiger gestaltet werden koénAerigrund der nicht notwendigen
Isolation der Zwischenprodukte wird der Substrdtigrvon Intermediaten verhindert und die
Gesamtausbeute des Zielproduktes erhoht. Gekoppadtgenerationssysteme vermeiden
dartiber hinaus die Inhibition der Glykosyltrans$ema durch die Nukleotidnebenprodukte.
Der Aufwand vonin situ Regenerationssystemen steigt mit der Enzymzahlgleidhzeitig
sinkt die Ausbeute, so dass von der Enzymzahl éteifenzym-Modul-Systeme von Vorteil
sind.

Erstein situ Regenerationssysteme fir aktivierte Zucker wurdender Arbeitsgruppe Wong
beschrieben (Wongt al. 1982). Die enzymatische Synthese von LacNfolgte durchin
situ Regeneration von UDP-GIc und UDP-Gal. Die Arbeiigpgre Elling verfolgte ebenfalls
die in situ Regeneration von Nukleotidzuckern. Dabei standkdiebinierte enzymatische
Synthese von aktivierten Zuckern ausgehend von Haagse unter Verwendung der
Saccharose Synthase 1 (SuSyl) im Fokus der Arbaéitériner Kaskade von drei Enzymen
(SuSy1, UDP-GIc 4"-Epimerase ufifl,4-GalT) wurde die Synthese von LacNéwolgreich
etabliert. Unter optimierten Bedingungen und unu@rwendung der repetitiven Batch-
Technik lieRen sich bei 100% Ausbeute 600 mg LaclAaduzieren (Zervosen und Elling
1996). Bei der Synthese des medizinisch releva@alli-Epitops mit seiner antigenen
Determinante Gad(l,3)Gal@31,4)GIcNAc konnte diein situ Regeneration von UDP-Gal
integriert werden. Hierzu wurden die AusgangssabstiGIcNAcC und Saccharose sowie die
Enzyme1,4-GalT, al,3-GalT, SuSyl und UDP-Glc 4 -Epimerase benutzaikie et al.
1996). Die Entwicklung eines Enzym-Modul-Systemsr Zaynthese von dTDP-Glc,
dTDP-4-Keto-6-Desoxy-Glc und dTDP-Rha ausgehendd/oviP und Saccharose (Ellireg

al. 2005) lieferte eine exzellente Plattform fur digykesylierung von Naturstoffen mit dem
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ersten integrierten situ Regenerationszyklus fur dTDP-Desoxyzucker eins@lkh der
Regeneration des Kofaktors NADH (Ruppratlet al. 2007). Aufgrund der
Substratpromiskuitét der Glykosyltransferase SargSorangium cellulosurist es maglich,
unterschiedliche bioaktive Sorangioside mit Hilfenvé Enzymen (SuSyl, RmiIB, RmIC,
RmID, FDH und SorF) zu produzieren (Abbildung 7)e Produktivitat kann dartber hinaus
durch wiederholten Gebrauch der involvierten Enzymerepetitiver Batch-Technik erhoht

werden.

OH

Sucrose ., H20 O cH,
] Q
HO A
dTDP ;4; Hm HO v
* SuSy OdTDP OdTOP

RmlIC

HaWOdTDP
o OH Formate MADH
OH
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OH
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Abbildung 7:  Synthese von Rhamnosylsorangiosid mith situ Regeneration von dTDP-Rhamnose und
NADH nach Rupprath et al. (Rupprath et al. 2007)

Mit der Glykosyltransferase SorF aBsrangium cellulosurmand SuSyl, RmIB, RmIC, RmID und FDH gelang

die Synthese von Rhamnosylsorangiosid einschliefdier in situ Regeneration von dTDP-Rhamnose und

NADH. SuSy: Saccharose Synthase; RmIB: 4,6-DehgdeatRmIC: 3,5-Epimerase; RmID: 4-Ketoreduktase;

FDH: Formiatdehydrogenase.

Die Ein-Topf Synthese von poly-Acetyllaktosamin (poly-LacNAc), das als Ligand fdie
Biofunktionalisierung von Biomaterialoberflachen nvaggro3er Bedeutung ist, stellt den
sequentiellen Synthesestrategien gegenuber emesfferes System dar. Mit einer gezielten
Reaktionsfihrung konnten durch Kombination eif&r4-GalT, einerpl,3-GIcNAcCT und
einer UDP-GIc 4’-Epimerase bis zu 6 LacNAc-Einheitenit hohen Ausbeuten und

minimiertem  Produktverlust erreicht werden. Der daitz von optimierten
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Enzymverhaltnissen resultierte in einer Produkthusg mit dem Hexasaccharid als
Hauptprodukt (Reclet al.2011).

_UDP-Gic 4 -Epimerase UDP-Glc
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Abbildung 8: Kombinatorische  Ein-Topf-Synthese = von poly-LacNAc  Oligomeren  nach
Rech et al. (Rechet al. 2011)

Durch Kombination einefl1,4-GalT, eine31,3-GIcNACT und einer UDP-GIcNac 4-Epimerase kdnbenzu

6 LacNAc-Einheiten mit dem Hexasaccharid als Hatqutpkt synthetisiert werdef1,4-Galaktosyltransferase:

B1,4-GalT; p1,3N-Acetylglukosaminyltransferasefl1,3-GIcNAcT; UDP-Glukos#d-Acetylglukosamin 4-

Epimerase: UDP-Glukose 4" -Epimerase; alkalischesptatase: AP.

Konvergente Synthesen

In konvergenten Synthesen werden Produkte aus énglgen Synthesewegen in einer
finalen Reaktion kombiniert (Rosencrargt al. 2014). Hier kann jedes einzelne Substrat
selbst in einer Kaskadenreaktion mit chemischem edeymatischen Methoden synthetisiert
worden sein. Konvergente Synthesen eignen sicheswsinlere bei der Verwendung von
Ausgangssubstraten, deren Synthese sehr unterscinde&eaktionsbedingungen erfordert.
Chemische Synthesestrategien, die meist auf Venwendon organischen Losungsmitteln
und dem Einstellen von hohen Reaktionstemperathesneren, sind nicht kompatibel mit
enzymatischen Schritten. Die konvergente Synthdaald daher die Zusammenfiihrung von
Substraten zur Synthese von komplexen oder verteveiGlykokonjugaten. Kuppest al.
verwendeten diesen kovergenten Prozess zur chegroatigchen Modifikation von
poly-LacNAc-Oligomeren und LacDiNA@upperet al.2012).
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1.3 Glykokonjugate fur therapeutische und

pharmazeutische Applikationen

Die biologische Rolle der Glykokonjugate in physmischen und pathologischen Prozessen
machen sie zu potentiellen Zielstrukturen fir tpergische und pharmazeutische
Applikationen.In vivo kdnnen die Vorlauferstrukturen der Glykoproteined uGlykolipide
durch den Transfer von weiteren Monosaccharidenhilfid@t von Glykosyltransferasen
verlangert werden und dariber hinaus auch durchlekblgdrat-modifizierende Enzyme
verandert werden. Somit stehen hoch spezifischetofgpi mit einem enormen

Informationsgehalt fur zellulare Erkennungsreaktiozur Verfigung.

1.3.1 HNK-1 Glykanepitop

Neben den schon bekannten Lewis Blutgruppendetanten, den A/B/H(0)-
Blutgruppendeterminanten und denl,3-Gal Epitopen stellt das HNK-1 Epitop,
(HSGs-3GIcA(B1-3)Galf1-4)GIcNAc) eine weitere  Zielstruktur  fur  medizioe
Applikationen dar. Bei der Biosynthese des HNK-lit&pes, das durch sequentiellen
Transfer vonb-Gal undD-GIcA auf ein endstandiges GICNAc eines verzweigienoder
O-Glykans sowie eines Glykosphingolipids erfolgtinds die p1,4-GalT und die
B1,3-Glukuronyltransferase, GICAT-P oder GICAT-S, tdiegt. Die anschliel3ende
regiospezifische Sulfatierung der Glukuronsaureolgtf mithilfe einer Sulfotransferase
CHST10 (Abbildung 9). Das HNK-1 Epitop auf humanaturlichen Killerzellen fuman
natural killer cell§ wird von monoklonalen Antikérpern erkannt (AboduBalch 1981). Die
terminale Sulfo-3-Glukuronylgruppe ist dabei esgdinflr die Immunoreaktivitdt mit den
HNK-1 monoklonalen Antikérpern (llyast al. 1990) und fur ihre Funktionen (Schmétal.
1994).
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Abbildung 9:  Biosynthese des HNK-1 Epitops

Die Biosynthese des HNK-1 Epitopes erfolgt durchusmtiellen Transfer von Glukuronsdure (GIcA) aimiee
LacNAc-Vorstufe eines verzweigten N- oder O-Glykawder eines Glykosphingolipids mit anschlie3ender
regiospezifischer Sulfatierung der Glukuronsauréerlbei sind die Glukuronyltransferasen GIcAT-P oder
GIcAT-S und die Sulfotransferase CHST10 beteiligt.

Die sulfatierte HNK-1 Glykanstruktur ist in vielehysiologische Prozesse der Saugetiere
involviert (Kleene und Schachner 2004). Das Epitoipd im peripheren und zentralen
Nervensystem exprimiert und dort wahrend der Ertlwimgsphase temporar reguliert
(Yoshihara et al. 1991). Das Vorkommen des sulfatierten Trisacclsariauf den
Zelladhasionsmolekulen (NCAM, L1, PO, MAG), auf dertrazellularen Matrixproteinen
(Tenascin-R, Phosphacan) und auf den Glykosphipigein (SGGL-1, SGGL-2) (Moritat

al. 2008) unterstreicht die Funktion in der Zellmigrat Zelladh&sion und im Axonwachstum
(Kakuda et al. 2005). Interessanterweise sind BiomaterialobdrBac die mit dem
sulfatierten HNK-1 Epitop funktionalisiert sind, ider Lage, das Axonwachstum von
motorischen Neuronen zu induzieren (Masagid al. 2012). Des Weiteren konnte in
Zellkulturexperimenten von murinen und humanen Mmtaronen durch Zugabe des
sulfatierten HNK-1-Peptids zum Wachstumsmedium nebieer verlangerten Lebensdauer
eine signifikant langere Ausbildung von Neuriterolb&chtet werden (Simowvet al. 2006).
Phylogenetisch scheint das HNK-1 Epitop hoch konedr zu sein, da es nicht nur in
Vertebraten sondern auch auf Glykoproteinen undk@iyiden von Insekten zu finden ist
(Liedtke et al. 2001, Moritaet al. 2008). Die erhdhte Expression des HNK-1 Epitopsnbe
Melanom (Casadoet al. 2008) und beim Nephroblastom macht es als zulgenrfti
Tumormarker interessant (Alloryet al. 2006). Das nicht-sulfatierte HNK-1 Epitop
(GIcA(B1-3)GalB1-4)GIcNAc) konnte auf den Metallo-Proteasen, Mepriund
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Aminopeptidase, in der murinen Niere nachgewiesemden (Tagaweet al. 2005). Die
Glykanstruktur soll hier eine Regulation der Enzkthatat bewirken. Studien von Kizuket

al. bestatigten das Vorkommen des nicht-sulfatiertenKHINEpitops auf Laminin 1 der
murinen Nierenrinde, dasn vitro mit dem in der Basalmembran vorkommenden
a-Dystroglykan Rezeptor interagiert (Kizukat al. 2008). Insgesamt stellen das HNK-1
Epitop und seine nicht-sulfatierte Vorstufe integd#e Glykanstrukturen zur
Funktionalisierung von Biomaterialoberflachen dam die elementaren Mechanismen der
Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktionen zu untershen.

Die chemische Synthese erweist sich aufgrund dbBvesndigen Schutzgruppentechnik als
arbeits- und zeitintensiv (Belet al. 2003, Tsvetkoet al.2012).In vivo konnte die Synthese
des nicht-sulfatierten HNK-1 Epitops auf eine Neaklohexaose Glykanstruktur in einem
genetisch modifizierterE. coli K12 Stamm (Yavuzet al. 2008) etabliert werden. Die
molekularen Mechanismen der Zell-Zell und Zell-Mainteraktion des HNK-1 Epitops und
seiner nicht-sulfatierten Vorstufe zu untersuctefgrdert die Bereitstellung des Glukuronids
in ausreichenden Mengen. Die Verfugbarkeit des @Glukylliganden zur
Biofunktionalisierung von Biomaterialien stellt gggvartig noch eine Limitierung dar.

1.3.2  Fukosylierte Oligosaccharide

Milch enthéalt neben Glykoproteinen und Glykolipidezine gro3e Menge an freien
Oligosacchariden (Kobata 2010). Neben Laktose ueiis&uren reprasentieren sie in der
Muttermilch die dritte Hauptkomponente, die aus53Monosaccharidbausteinen bestehen
kénnen und Laktose am reduzierenden Ende enth@Barrido et al. 2013). Als weitere
Monosaccharidbausteine  kommen Glc, Gal, GIcNAc, Fuwed Neu5Ac vor. Die
Oligosaccharide werden durch konzertierte Transédtion verschiedener
Glykosyltransfrasen produziert. Wahrend die Mildmséoffe wie Laktose, Lipide und
Proteine unmittelbar verdaut und damit dem Enetgifegechsel zur Verfigung gestellt
werden konnen, passieren die freien OligosacchadideGlykoproteine und Glykolipide den
Gastro-Intestinaltrakt zur Regulation der Darmfl@&arridoet al. 2013). Ihre physiologische
Rolle konnte bisher nicht vollstandig geklart werdé&schwertmanret al. identifizierten
I6sliche Sialyl-Lewis Strukturen (Sialyl LewisSialyl Lewis, Lewis', und Lewig Epitope)

aus der Milch als potentielle Liganden fir Zellasibasmolekile (Schwertmarat al. 1996).
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Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Oligosaicieh mit Fuc¢l-2)Gal oder
Fuc@1-3)Glc am nicht reduzierenden Ende eine wichtigakiion bei der Bindung von
bakteriellen Pathogenen tibernehmen (Moredwal. 2005, Perregét al.2005). Humane Milch-
Oligosaccharide sind in der Lage, die Bindungs@geiteon pathogenen Mikroorganismen zu
imitieren, zu binden und durch den Gastro-Inteditialet auszuscheiden (Petersen al.
2013). Diese natirliche Form der Immunabwehr wingcha als ,,Immun-Exklusion®
bezeichnet (Royleet al. 2003). Somit zeigen insbesondere Fuc- und NeuBAuihierte
Oligosaccharide einen wichtigen Beitrag bei der lmabwehr von pathogenen Keimen
(Garrido et al. 2013). Aufgrund der protektiven Eigenschaftenlasitekie als Antieffektiva
und als Praebiotikum eine sehr interessante Sutldéemse zur industriellen Produktion dar.
Die in vitro Synthese von Fuel-2)Gal(31-4)Glc (2"-Fukosyllaktose, 2°-FL) wurde bereits
von Albermannret al. beschrieben (Albermanet al. 2001). Hier wurden die GDP-Mannose
4,6-Dehydratase (Gmd) und die GDP-4-Keto-6-Desoxyrmae 3,5-Epimerase 4-Reduktase
fur die bakteriellede-novo Biosynthese von GDP-Fuc mit eined,2-FucT (FutC) aus
Helicobacter pylorikombiniert. Drouilliardet al. konnten bereits die Produktion von 2°-FL
mit einem genetisch modifizierteB. coli Stamm durch Uberexpression von FutC und
Laktose als Substrat etablieren (Drouillatdal. 2006). Dabei konnte eine Ausbeute von 11
g/L Trisaccharid erzielt werden. Im Gegensatz diegfert die Synthesestrategie mit einer
de-novoSynthese von GDP-Fuc in Kombination mit FutC ni2 @/L (Leeet al. 2012).
Neben der genetischen Manipulation des GDP-ManBasg/ntheseweges, der Regeneration
von NADPH und des GTP-Biosyntheseweges wurden éiee@mdundwcaG sowiemanB

undmanCzusatzlich Plasmid-gesteuert tberexprimiert (Ahbiigl 10).
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Abbildung 10: In vivo Synthese von GDP-Fuc und 2°-FL in rekombinanterE. coli nach Leeetal.
(Leeetal. 2012)

Neben der genetischen Manipulation des GDP-ManBas®/ntheseweges, der Regeneration von NADPH und

des GTP-Biosyntheseweges wurden die Geaymad und wcaG sowie manB und manC zuséatzlich

Plasmid-gesteuert Uberexprimiert. ManA: MannoseBeRydrogenase; ManB: Phosphomannomutase; ManC:

Mannose 1-P-Guanylyltransferase; GmD: GDP-Mannosg-Déhydratase, WcaG: GDP-4-Keto-6-

Desoxymannose 3,5-Epimerase 4-Reduktase; Fudl2:FucT.

Eine deutliche Verbesserung konnte durch chromokoingegration der Gene dee-novo
Biosyntheseweges fur GDP-Fugnfd, wcaG, manB und manAind zwei zusatzlichen
Kopien desfutC Gens gezeigt werden (Baumgartregtr al. 2013). Ausgehend von den
Substraten Laktose und Glycerin als C-Quelle komme Produktkonzentration von 20 g/L
erreicht werden. Weitere FucTs, die sich aufgrumebri guten Aktivitat mit Laktose als
Akzeptorsubstrat fir einen industriellen Prozegmen, waren zu Beginn dieser Arbeit nicht

beschrieben.
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2 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Dissertation beinhaltige Entwicklung von modularen Enzym-
Kaskaden zur Synthese des nicht-sulfatierten HNK-1 Epitops
(GIcA(B1-3)GalB1-4)GIcNAc@B1-R) und des Glykanepitops 2’-Fukosyllaktose (2°FL,
Fuc(@l-2)GalB1-4)Glc) sowie die Bereitstellung von UDP-Glukurdnee (UDP-GIcA) als
Donorsubstrat fur das nicht-sulfatierte HNK-1 Epito

2.1 Modulare Enzym-Kaskaden zur Synthese von UDP-GI cA

Fur die praparativein vitro Synthese von UDP-GIcA sollten Enzym-Kaskaden
unterschiedlicher Komplexitat durch Kombination ve@kombinanten Enzymen aus diversen
Quellen entwickelt und bewertet werden. Hierzu désndrei Enzym-Modul-Systeme (EMS)
zur Auswahl: der einstufige Syntheseweg mit dem Bi&Wodul (Modul C), die Kopplung
des UGDH-Moduls mit dem SuSy-Modul (Modul B + ModD) sowie die Kopplung des
UGDH-Moduls mit dem SuSy- und UMPK-Modul (Modul A Modul B + Modul C). Die
Oxidation von UDP-Glukose (UDP-GIc) zu UDP-GIcA hiife einer UDP-Glukose-
Dehydrogenasestellt den direkten Weg zur Synthese von UDP-Glc& {Modul C,
Abbildung 11). Fir eine kostenginstige Syntheseltesoruséatzlich eine Kofaktor-
Regenerierung von NAD integriert werden. Hier boten sich das Laktat-

Dehydrogenase/Pyruvat-System oder das NADH-Oxi@asgystem an.

2Pyruvat 2 Laktat c 0, 2H,0 c
1. 2. A
Laktat-Dehydrogenase NADH-Oxidase
O
2NAD* 2NADH N 2NAD* 2NADH N0
HO' HO

UDP-Glc HO >~ UDP-Glc Ho o~

UDP-Glukose-Dehydrogenase OuDP UDP-Glukose-Dehydrogenase OubP

Abbildung 11: Modulare Enzym-Kaskaden zur Synthesevzon UDP-GIcA mit dem UGDH-Modul und in
situ Regeneration von NAD (Modul C)

Die UDP-Glukose-Dehydrogenase oxidiert mithilfe des akbdrs NAD UDP-Glc zu UDP-GIcA. Dien situ

Regeneration von NAD kann mithilfe des Laktat-Dehydrogenase/Pyruvateys (1) oder mithilfe des

NADH-Oxidase/Q-Systems (2) erméglicht werden.
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Fur die kombinatorische Synthesestrategie durchpKmg des UGDH-Moduls mit dem
SuSy-Modul (Modul B + Modul C, Abbildung 12) in @m Topf sollte die Saccharose
Synthase 1 (SuSyl a&lanum tuberosuneingesetzt werden. SuSyl sollte ausgehend von
UDP und dem nachwachsenden Rohstoff SaccharoseoiulNB zur Synthese von UDP-Glc
mit den Enzymen des UGDH-Moduls kombiniert werdeirr die Etablierung des Enzym-
Modul-Systems stand die rekombinante SuSyl aus/dearbeiten der Arbeitsgruppe Elling
zur Verfiigung, die eine sehr gute Basis fur dietigse der UDP-GICA lieferte.

2 Pyruvat 2 Laktat C
OH

Saccharose Fru Im HLaktat-Dehydmgenase
Q
o
UDP g‘-Hia ™y 2NAD* 2NADH % o
OUDP UDP-Gle A 9

Saccharose Synthase HO

~oupp
UDP-Glukose-Dehydrogenase

Abbildung 12: Modulare Enzym-Kaskade zur Synthese on UDP-GIcA durch Kopplung des SuSy-
Moduls mit dem UGDH-Modul (Modul B + Modul C)

Im Modul B wird SuSyl zur Synthese von UDP-Glc alsend von den Substraten UDP und Saccharose

verwendet. Die UDP-Glukose-Dehydrogenase im Moduax@iert mithilfe des Kofaktors NADUDP-GIc zu

UDP-GIcA.

Als drittes EMS sollte die Kopplung des SuSy- un@@H-Moduls mit dem UMPK-Modul

(Modul A + Modul B + Modul C, Abbildung 13) Ubergtiwerden. Das UMPK-Modul sollte
die Bereitstellung von UDP mit einer UMP-Kinase udem preiswerten Substrat UMP
gewahrleisten. FiUr die Regeneration des PhosphatsloATP wurde der Einsatz des

PEP/Pyruvatkinase-Systems geplant.
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Abbildung 13: Modulare Enzym-Kaskade zur Synthese on UDP-GIcA durch Kopplung des SuSy-
Moduls mit dem UGDH- und UMPK-Modul (Modul A + Modu | B + Modul C)

Im UMPK-Modul (Modul A) erfolgt die Phosphoryliergnvon UMP zu UDP mithilfe der UMP-Kinase und

unter Verwendung des Phosphatdonors ATP. Die Regtme von ATP wird durch das PEP/Pyruvatkinase-

System garantiert. Im Modul B wird SuSyl zur Systhevon UDP-Glc verwendet. Die UDP-Glukose-

Dehydrogenase im Modul C oxidiert mithilfe des Kdtas NAD" UDP-Glc zu UDP-GICA.

So standen in einem ersten Schritt die Klonierund BExpression von Genen zur Synthese
von UDP und UDP-GIcA an. Nach Produktion einer geeten UMP-Kinase und UDP-

Glukose-Dehydrogenase sollte eine umfassende biosblee Charakterisierung der Enzyme
Erkenntnisse zur Kompatibilitdt der Enzym-Module durder daraus abzuleitenden
Reaktionsfihrung (Ein-Topf System oder Zwei-ReaktorSystem) liefern. Nach der

schrittweisen Kopplung der einzelnen Module war cabeRend die Evaluation der

verschiedenen Synthesestrategien vorgesehen.

2.2 Modulare Enzym-Kaskaden zur Synthese des nicht-

sulfatierten HNK-1 Epitops

Ein herausragender Vorteil des hier verwendeten E¢8ie Moglichkeit der Kombination
des SuSy- und UGDH-Moduls mit einem weiteren En2odul, dem
Glukuronyltransferase-Modul (GICAT-Modul), fur dipraparative Synthese des nicht-
sulfatierten HNK-1 Epitops (Abbildung 14). Im GIlcAVWlodul katalysiert eine
Glukuronyltransferase die Synthese des nicht-setfan HNK-1 Epitops durch
regioselektiven Transfer von GIcA auf eine termenilAcetyllaktosamin-Struktur (Typ 2
LacNAc). Die hier verwendete modifizierte Typ 2 Dac Struktur, Gal§l-4)GIcNAcB1-
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Linker-NH,-t-Boc (LacNAc-Linkert-Boc), soll der spateren Funktionalisierung von
Biomaterialoberflachen dienen (Reehal.2011).

B 0, 2H,0 c
Saccharose  Fruktose | o NADH Oxidase
o
upbP g»”f@ ZNADT 2NADH N
Saccharose Synthase OHOLIDP UDP-Glc ,.L_.Z, "o
UDP-Glukose-Dehydrogenase
ubpP UDP-GicA
o f HOOH + » HoOH
HO. > 0 - O\Zz\eT/?\R o OWR
Glukuronyltransferase o on
GlcA(p1-3)Gal(p1-4)GlcNAc(p1-R Gal(p1-4)GlcNAc(p1-R
5
R= uu)i‘u"“—’“*éro‘s/

Abbildung 14: Modulare Enzym-Kaskaden zur Synthese/on GIcA-LacNAc-Linker-t-Boc durch

Kopplung des UGDH-Moduls mit dem GIcAT-Modul (Modul C + Modul D) oder durch

Kopplung des SuSy-Moduls mit dem UGDH- und GIcAT-Malul (Modul B + Modul C +

Modul D)
Bei der Kopplung von Modul C und Modul D oxidieredJDP-Glukose-Dehydrogenase im Modul C mithilfe
des Kofaktors NAD UDP-Glc zu UDP-GIcA. Im Modul D transferiert dielGuronyltransferase UDP-GICA
auf das Akzeptorsubstrat Ggl(4)GIcNAcB1-Linker-NH,-t-Boc unter Freisetzung von UDP. Durch Kopplung
von Modul B, Modul C und Modul D in einem Topf kaBuSy1 freigesetztes UDP zur Synthese von UDP-Glc
verwenden, so dass sich im Modul B der KreislatifisBt. Dies garantiert die situ Regeneration von UDP-
GlcA.

Fur die Synthese des nicht-sulfatierten HNK-1 Hmstosollten Glukuronyltransferasen
rekombinant inE. coliproduziert und anschlieBend zwecks Einbindung sigkplante EMS
umfassend biochemisch charakterisiert werden. Align sollten die generierten Daten
Erkenntnisse zur Kompatibilitat der Enzym-Moduledumur Reaktionsfuhrung liefern.
Ausgehend von der Kopplung des UGDH-Moduls mit d&itAT-Modul sollte die

zusatzliche Kombination mit dem SuSy-Modul schritse erfolgen (Abbildung 14). Letztere
Synthesestrategie sollte dresitu Regeneration der sehr teuren UDP-GIcA in einerTsipf

Synthese garantieren. Auch hier wurde nach deritsgbisen Kopplung der einzelnen

Module abschlieRend die Evaluation der verschied&ymthesekonzepte geplant.



Zielsetzung 35

2.3 Modulare Enzym-Kaskade zur Synthese des
Glykanepitops 2"-Fukosyllaktose

Im Rahmen des BMBFBiochancePlus Projektes ,Entwicklung eines innovativen
Produktionsverfahrens fur Fukosyllaktose” (BMBF AB315170) mit der Fa. Jennewein
Biotechnologie GmbH stellte sich die Aufgabe, négar al,2+-Fukosyltransferasen
(al,2-FucTs) fur die enzymatische Produktion von @kdsyllaktose (2°-FL) zu
identifizieren und zu charakterisieren. Zu Beginer dvorliegenden Arbeit war in der
wissenschaftlichen Literatur sowie in der Pategriditur nur eine einzigal,2-FucT, FutC
ausHelicobacter pylori,beschrieben. Diese zeigt eine gute Aktivitat fi@ Broduktion von
2°-FL in einem genetisch verandertencoli Stamm (Drouillardet al. 2006). Das zu l6sende
technische Problem bestand nun darin, eine neaarfi®-FucT zu finden, die eine niedrige
Sequenzhomologie zu FutC aufweist und durch eingleiehbare oder bessere Aktivitat mit
Laktose als Akzeptor die enzymatische Produktiom \&-FL ermdglicht (Modul F,
Abbildung 15). Nach Identifikation und biochemisch@harakterisierung einer geeigneten
al,2-FucT im FucT-Modul wurde die praparative Systhgon 2°-FL in den Fokus gestellt.
Um die Bereitstellung von GDP-Fukose (GDP-Fuc) abhegd von den Substraten ATP, GTP
und L-Fukose (-Fuc) zu garantieren, sollte zusatzlich die Prodwukider bifunktionalen
L-Fukokinase/-Fuc-1-P Guanylyltransferase (FKP) (UniProtKB/Swiss
Prot/accession number: Q58T34)s Bacterioides fragilis9343 im FKP-Modul eingefihrt
werden (Modul E, Abbildung 15). Abschlielend salltalie Synthesestrategien zur

Herstellung von 2°-FL im sequentiellen Modus Ub@fowerden.
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Abbildung 15: Modulare Enzym-Kaskade zur Synthese ds Glykanepitops 2°-FL durch Kopplung des
FKP-Moduls mit dem FucT-Modul (Modul E + Modul F) im sequentiellen Modus
modifiziert nach Engelset al. (Engels und Elling 2014)

Im FKP-Modul (Modul E) erfolgt die Synthese von GIBBc mit der bifunktionalen-Fukokinase/-Fuc-1-P

Guanylyltransferase (FKP) ausgehend von den SuéstaTP, GTP und-Fuc. Im FucT-Modul (Modul F)

wird GDP-Fuc mithilfe eineral,2-FucT unter Freisetzung von GDP auf das Akzeptmstrat Laktose

Ubertragen.
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3 Material und Methoden

3.1 Allgemeine molekularbiologische Methoden

3.1.1 Isolation von RNA

Fur die Isolation der gesamten RNA wurde das RNedsy Kit von Qiagen (Kalin,
Deutschland) verwendet. Mit dieser Technologie lgimNolekiile langer als 200 Nukleotide
gereinigt werden. Dies fuhrt zu einer Anreicheraley mRNA, da kleinere RNA-Molekile
wie z. B. 5,85 rRNA, 5S rRNA und tRNA selektiv aasghlossen werden kénnen. Die
Technologie verknlpft die selektive BindeeigenstHaf Silika basierenden Membranen mit
der Zentrifugationstechnologie im Mikromaf3stab. Védld Zellmaterial zunachst lysiert
wird, werden Makromolekile in Gegenwart von chagten Ilonen z. B.
Guanidiniumthiocyanat denaturiert. Gleichzeitig @er auch degradierende RNasen
inaktiviert. Durch Einfluss der chaotrophen Ilonemden die Nukleinsduren an die
Silikamembran. Die Zugabe von Ethanol unterstitaze dindung der RNA an
Silikamembranen und entfernt Verunreinigungen. Bielation der mRNA erfolgte nach

Angaben des Herstellers.

3.1.2 Isolation von genomischer DNA aus E. coli

Aus einer stationaren Ubernachtkultur viBncoli K12 in LB Medium erfolgte die Isolation
der genomischen DNA nach dem Protokoll des PrestoBpUniversal Kit von Molzym,
(Bremen, Deutschland). Grundlage dieser Technolsgigas Binden von RNA und DNA an
Tonmineralien in kleinen Zentrifugationssaulen imwesenheit geringer Konzentrationen
von multivalenten Kationen. Die gute Bindekapazititd fur die Praparation von hohen

Mengen Nukleinsauren ausgenutzt.
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3.1.3 cDNA Synthese

Die reverse Transkription katalysiert mithilfe eineiralen reversen Transkriptase die
Ubersetzung der Sequenzabfolge der RNA in die kemehtare DNA (cDNA). Die
Erststrangsynthese wurde ausgehend von der jee®iligRNA mit dem ,Transcriptor High
Fidelity cDNA Synthesis* Sample Kit von Roche (Blas8chweiz) durchgefiihrt. Die
Kombination defTranscriptor High Fidelity Reverse Transkriptaset derPwo Super Yield
Polymerase, die Uber eine sehr hohe Korrekturaktivierfigt, fihrt zu einer 8,7 hdheren
Genauigkeit in der Ubersetzung der SequenzabfalgeVergleich zur konventionellen
reversen Transkriptasen (z. B. MMLV Transkriptasd)erzu wurde fir die zweistufige
reverse Transkription mit einem ,Anchored-Oligo-JgT Primer, der mit seinen
18 Thymidinresten an das 3"-PolyAEnde der mRNA bindet, das bereitgestellte
Syntheseprotokoll von Roche verfolgt.

3.1.4  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Technologie, die Mitte der 80-iger Jahre enkeltwurde, ermoglicht die automatisierte
in vitro Amplifikation eines definierten DNA-Fragmentes nilfidn der Polymerase-
Kettenreaktion. Zur Amplifikation der Gene wurdes#aOD Hot StartDNA Polymerase-Kit
der Firma Novagen (Merck, Darmstadt) verwendet. i2leombinante thermostabikkOD
Hot Start DNA-Polymerase ausThermococcu&odakaraens’dKOD1-DNA-Polymerase
(Nishiokaet al.2001) generiert PCR-Produkte mit glatten Endenzeichnet sich durch eine
3’-5"Exonuklease-abhéngige Korrekturaktivitdt audie zu einer niedrigeren PCR-
Mutationsfrequenz fuhrt. Tabelle 2 zeigt die Zusansetzung eines beispielhaften

Pipettierschemas.
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Tabelle 2: Beispielhaftes PCR Pipettierschema

Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration

50 Polymerase PufferlQ-fach) 1-fach

50 dNTPs (jeweils 2 mM) 0,2 uM

3,0 MgSG, 25 mM 1,5mM

3,0 Fw- Primer 5uM 0,3 uM

3,0 Rv- Primer 5uM 0,3 uM

X DNA n.b. 50-750 ng

1,0 KOD Hot Start 0,02 U
DNA Polymerase (1 U/pL)

ad 50,0 H,0O

50,0 Gesamtvolumen

Fur die Amplifikation der Gene wurde der Thermoeycl(Master Cycler Gradient,
Eppendorf) mit dem Programm nach Tabelle 3 verwandt

Tabelle 3: Beispielhaftes PCR-Programm fiir die Ampfikation der Gene

PCR Schritt Inkubationszeit Inkubationstemperatur
Initiale Denaturierung 2 min 94°C

Denaturierung 20s 94°C

Annealing 10s 52-69°C

Elongation 60 s 68°C

Finale Elongation 10 min 72°C

Wiederholung: 35  Zyklen,
anschlieend Kuhlung bei 4°C

3.1.5 Restriktionsverdau und Dephosphorylierung

Restriktionsendonukleasen gehdren zu einer Klasse Doppelstrang—DNA spaltenden
Enzymen, die im Gegensatz zu anderen DNasen sespeziftzsch spalten, und daher je nach
Lage und Haufigkeit der Schnittstellen zu untersdhch groRen aber exakt definierten
DNA-Fragmenten fuhren. Zur Klonierung der Zielgemgjssen sowohl die PCR-Fragmente,

als auch die Vektoren mit den geeigneten RestrikBazymen verdaut werden. Dies ist
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erforderlich, um die jeweilige Schnittstelle bzwend jeweiligen Uberhang fiir die
nachfolgende Ligation freizusetzen. In der vorleden Arbeit wurde mit den
Restriktionsenzymen der Klasse Il von Fermentasbgétat. Ihre Erkennungssequenz stimmt
mit der Schnittsequenz an den definiten Stellen raibe Fur Restriktionsanalysen
(analytischer Restriktionsansatz, Tabelle 4) und ADNPraparationen (praparativer
Restriktionsansatz, Tabelle 5) wurden die AnsataehnAngaben des Herstellers von

Fermentas\(ilnius, Litauer) zusammengesetzt.

Tabelle 4: Zusammensetzung eines analytischen Reagtronsansatzes

Reagenz Volumen [uL] Endkonzentration
Tango Puffer (Fermentas) 4,0 oder 8,0 1- oder 2-fach

fur Doppelverdad O-fach

Restriktionsenzym A 2,0 20U

(10 U/uL, Fermentas)

Restriktionsenzym B 2,0 20U

(10 U/uL, Fermentas)

DNA Template X max. 1 pg

H,O ad 40,0

Gesamtvolumen: 40,0 pL

Tabelle 5: Zusammensetzung eines praparativen Regttionsansatzes

Reagenz Volumen [uL] Endkonzentration
Tango Puffer (Fermentas) 8,0 oder 16,0 1- oder 2-fach

fur DoppelverdaulO-fach/

Restriktionsenzym A 4,0 40U

(10 U/uL, Fermentas)

Restriktionsenzym B 4,0 40U

(10 U/uL, Fermentas)

DNA Template X max. 2 ug

H.O ad 80,0

Gesamtvolumen: 80,0 pL
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Die Restriktionsansatze wurden mit den Restrikiozymen fir 3 h bei 37°C inkubiert. Die
Detektion der geschnittenen Fragmente erfolgte emitt Agarose-Gelelektrophorese
(Kapitel 3.1.9). Die Aufreinigung der DNA Fragmentsnd die Bestimmung der DNA
Konzentration wurde nach Kapitel 3.1.10 und 3.1duichgefiihrt. Um eine Religation der
durch Restriktion geschnittenen Vektor-DNA zu vadgrn, wurden 1000 ng Vektor-DNA
vor dem Einsatz in die Ligation dephosphorylierie Mephosphorylierung erfolgte mit
alkalischer Phosphatag@astAP,Fermentas (Vilnius, Litauen) durch Inkubation d#aktor-
DNA fir 10 min bei 37°C und anschlie3ender Deaktivng der Phosphatase fur 15 min bei
75°C (Tabelle 6).

Tabelle 6: Dephosphorylierung von Vektor DNA

Reagenz Volumen [pL] Endkonzentration
Vektor DNA 1,0-8,0 max. 1 pg
FastARPuffer 1,0 1-fach
(Fermentas, 10-fach)

Alkalische Phosphatase 1,0 1U
FastAP(Fermentas,1 U/uL)

H,O ad 10,0

Gesamtvolumen: 10,0 pL

3.1.6  Ligation

Wahrend der Klonierungsarbeiten erfolgte die Ve&oig der Uberh&ngenden Enden der
geschnittenen DNA-Fragmente durch die T4-Ligase Fermentas (Vilnius, Litauen). Die
Ligationsansatze wurden nach Angaben des Herstetlesammengestellt (Tabelle 7). Zur
Optimierung der Ligation betrug das Konzentratiarkéltnis von Vektor zu Insert 1:3.
Unterschiedliche Ligationszeiten von 1 h bei 22°@ 24 h bei 4°C wurden zusatzlich

gewahlt.
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Tabelle 7: Zusammensetzung der Ligationsansatze

Reagenz Volumen [uL] Endkonzentration
T4-Ligase Puffer 1,0 1- oder 2-fach
(Fermentas, 10-fach)

T4 Ligase 1,0 1U
(Fermentas, 1 U/mL)

Insert-DNA 3,0 300 ng

(PCR Fragment geschnitten)

Vektor-DNA 1,0 100 ng
dephosphoryliert

HO 4,0

Gesamtvolumen: 10,0 pL

3.1.7 Transformation von E. coli und Plasmidisolation

Fur Klonierungsstrategien wurde in der vorliegendeheit der bereits kompetente Stamm
NovaBlue, einE. coli K12 Stamm, von Novageringesetzt, dessen Kompetenz durch
chemische Methoden induziert wurde und der sichbessndere durch die hohe
Transformationsfrequenz auszeichnet. Zur Expressiomnden die erfolgreich klonierten
Konstrukte inE. coli BL21(DE3), E. coli Rosetta (DE3)pLysSE. coli Origami(DE3)
(Merck/Novagen, Darmstadt) transformiert. Die Tfanmmation erfolgte nach dem Protokoll
von Novagen (Competent Cells, Manual, Novagen).

Die Plasmidpraparation ais coli NovaBlue erfolgte mithilfe des E.Z.N.A Plasmid Mirep
Kit | von peQLab (Erlangen, Deutschland). Dabei adeujeweils eine Ubernachtkultur des
transformierten NovaBlue Stammes Kkultiviert und eattdfugiert. Die Plasmidisolation
erfolgte nach dem entsprechenden Protokoll von p&QLlAuch hier benutzt man die
Technologie der selektiven Bindeeigenschaft deik&@iembranen verknipft mit der

Zentrifugationstechnolgie im Mikromal3stab.
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3.1.8 Transformation von S. cerevisiae und Plasmidisolation

Die Aufnahmebereitschaft von fremder DNA ist fircerevisiaezor der Mitose hoch. Dies
erfordert das Einstellen der exponentiellen Wacdhsphase. Durch Behandlung mit
Lithiumacetat-Losung wird die Membran der Hefezelleusétzlich permeabilisiert. Die
Zugabe von denaturierter Lachssperma-DNA Invitrodémvitrogen GmbH Darmstadt,
Deutschland) dient als Carrier-DNA und der Zusaim PEG zum Transformationsansatz als
fusogenes Agens, um die Transformationsrate zgestei Die Aufnahme der DNA erfolgt
durch Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad fur exakt rhin. Die Detektion der
Transformanden erfolgt Uber Stoffwechselauxotraplaief entsprechenden Minimalmedium-
Selektiv-Platten. Die Transformation erfolgte naledm Protokoll von Gietet al (Gietz und
Woods 2002). Die Zusammensetzung des Transfornsainsatzes ist in Tabelle 8 dargestellt.
Zur Plasmidpraparation werden die Hefezellen zustiehzymatisch mittels Lytikase, einer
Endoglukanase ausrthrobacter luteusbehandeltAus den so entstandenen Sphaeroplasten
erfolgt die Plasmidpréparation analog dem ProtokolE. coli. Fur die Durchfihrung wurde
das Protokoll von Scott und Schekmann verwendett{(Sad Schekman 1980).

Tabelle 8: Zusammensetzung des Transformationsansads flr S. cerevisiae
Reagenz Volumen/Ansatz [uL] Endkonzentration
50% (W/V) PEG 4000 240 33,3%(W/V)

1 M Lithiumacetat 36 0,1 M

2 mg/mL Lachssperma 50 277 pg/mL

0,2 mg/mL pYES2/CT-SuSy1 5 2,77 pg/mL

H,O 29

Gesamtvolumen: 360,0 pL

3.1.9 Agarose-Gelelektrophorese zur Detektion der DNA

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine einfacheeffektive Methode, Gemische geladener
Nukleinséaure-Fragmente (0,5 bis 25 kb Lange) varader zu trennen und zu identifizieren.
Die aufzutrennenden negativ geladenen DNA Gemisciiedern unter der Wirkung eines
elektrischen Feldes in einer Pufferlésung innerhdds Gels in Abhangigkeit von der
Molekilmasse zur Anode. Zur Klonierung der Gegd (Kapitel 3.2.2) ump (Kapitel 3.2.1),
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ugdhl(Kapitel 3.2.3),ugdh (Kapitel 3.2.4) unKfiD (Kapitel 3.2.5) wurde Ethidiumbromid,
das in doppelstrangige DNA interkalieren kann, Detektion der aufgetrennten DNA-
Molekile verwendet. Die Ethidiumbromid-Farbelosumgrde zum Giel3en des Agarose-Gels
in den horizontalen Geltrager zugegeben. Zur Kiumg aller anderen Gene wur@eIRed
Losung (1x, Biotium, Hayward, CA, USA) benutzt. [Ralvurden die Agarose-Gele nach
dem Elektrophoreselauf durch eine 30 minitige lakigm in GelRedLdsung gefarbt. In der
vorliegenden Arbeit wurden nach Zahl der Probenr8ggGele (0,8-1% in TAE-Puffer) fur
eine 8-Slot-Kammer, (Bio-Rad) oder eine 20-Slot-iKa@en (Bio-Rad) verwendet. Als
Elektrophoresepuffer wurde TAE Puffer (siehe Anhagiggesetzt. Die DNA-Proben wurden
mit 6x Auftragspuffer DNA loading dye Glycerin-Bromphenolblau-Lésung) von Fermentas
(Vilnius, Litauen) versetzt und Endvolumina von @DuL in die Geltaschen pipettiert. Als
GroRRenstandard wurde der GeneRuler 1 kb DNA Leiter Fermentas (Vilnius, Litauen)
verwendet. Die Auftrennung erfolgte bei 90 V fur. c& min die Detektion und
Dokumentation erfolgte am UV-Tisch bei 312 nm niithdes GelDocSystems von Bio-Rad
(Minchen, Deutschland).

3.1.10 Aufreinigung der DNA

Die Aufreinigung der DNA aus Agarose-Gelen (Kapitgll.9), Restriktionsansatzen
(Kapitel 3.1.5) oder PCR-Ansatzen (Kapitel 3.1.Aplgte mittels Nucleo Spin Extract Il Kit
von Macherey und Nagel (Duren, Deutschland). Aueh henutzt man das Funktionsprinzip
der selektiven Bindeeigenschaft der NukleinsaurerSgikamembranen in Gegenwart von
chaotrophen lonen. Die DNA-Aufreinigung fir die sehmiedenen Anwendungen ist
identisch. Die Probe wird dabei in einem Puffer ahiaotrophen lonen und einem pH kleiner
als 7,5 aufgenommen. Proben aus Agarose-Gelen mugsgsatzlich bei 55°C-65°C
geschmolzen werden. Die chaotrophen Salze und peziedle pH-Wert vermitteln die
Bindung an die Silikamembranen der mitgelieferteentdfugationssaulen. Wahrend der
DNA-Adsorption kénnen unerwtinschte Primer, Agardsghidiumbromidreste oder DMSO
die Silikamembran ungehindert passieren. Waschean ethianolhaltigem Puffer entfernt
Salze. Durch einen pi8hift kann die DNA mit TE-Puffer oder DNase-freiem Waskei
leicht basischem pH-Wert eluiert werden. Fir dienigeng der DNA wurde das Protokoll

des Herstellers benutzt.
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3.1.11 Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte niféhider Absorptionsspektrometrie
durch Ermittlung der optischen Dichte (OD) bei dédsorptionsmaximum von 260 nm.

Verdinnte DNA-Proben (100 pL) wurden in Mikrotitepen (UV-Star, 96 Well-Platten)

von Greiner BioOne GmbH (Frickenshausen, Deutschl@®geben und bei 260 nm und
280 nm mit dem Spektrophotometer (SPECTRAmMax Pht SOFTmax Pro 4.0 Software,
Molecular Devices; Ismaning Deutschland) vermesgds.Referenz diente eine Probe mit
Millipore Wasser. Die Konzentration der DNA wurdach .

Gleichung 1 bestimmt. Das Verhaltnis der £§an zu ODysonm Mmacht eine Aussage uber eine
Verunreinigung mit Proteinen. Bei reiner DNA sollier Quotient zwischen 1,8 und 1,9
liegen. Eine OD von 1 entspricht per Definition| 5 dsDNA/mL (Sambrookt al.1989).

Gleichung 1:  Bestimmung der DNA Konzentration

c [ﬁ] = OD,4*V*F

c: Konzentration der zu bestimmenden DNA Probe
OD,gy optische Dichte bei 260 nm
V: Verdunnungsfaktor

F: Multiplikationsfaktor (50 fur dsDNA)
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3.2 Klonierung der Gene flr die Enzym-Module zur
Synthese von UDP-GIcA und des nicht-sulfatierten
HNK-1 Epitops

Fur die Klonierung aller Gene im EMS standen umnta@edliche Quellen zur Verfigung, die
in den einzelnen Kapiteln naher beschrieben werdeMit Ausnahme der
Glukuronyltransferasen GICAT-P und GICcAT-S wurdelle &Gene nach konventionellen
Methoden der KapiteB.1.1 bis Kapitel 3.1.1&loniert. Die Selektion der Transformanden
erfolgte unter Zugabe von Kanamycin (Endkonzemmati 25 pg/mL), Ampicillin
(Endkonzentration: 100 pg/mL), Chloramphenicol (Emtzentration: 34 pg/mL)Nach
erfolgreicher Klonierung wurden alle Konstrukte dightlich ihrer Integritdt durch

Sequenzierung Uberprift.

3.2.1 Klonierung von ump aus Homo sapiens

UMP-Kinasen (UMPKs) unterschiedlicher Organismenrdea vielfach untersucht. So
konnte die Kristallstruktur der UMP-Kinase adbgtyostelium discoideuraufgeklart werden
(Scheffzeket al. 1996) Die humane UMPK wurde erstmals 1999 von der GruppeVan
Rompay kloniert und charakterisiert (Van Rompaty al. 1999). Auch in Prokaryonten,
insbesondere e . coli konnten analoge Kinasen nachgewiesen werden (Buociet al.
1996). Im Gegensatz zu den eukaryontischen Kinggbh.es inE. coli zwei verschiedene
Enzyme, die jeweils spezifisch fur UMP und CMP siihstiet al. 2003). Die humane
UMP-Kinase schien aufgrund ihrer sehr guten spehin Aktivitaten, fir das geplante EMS
geeignet zu sein. Die Sequenz der UMP-Kinase iskarm@ (UniProtKB/Swiss-
Prot/accession number: P30085). Das Gap konnte aus Mesangialzellen humaner Nieren-
cDNA mittels PCR vervielfaltigt werden. Die cDNA wde von Frau Dr. Claudia van
Roeyen, Medizinische Klinik Il des Universitatskkoms der RWTH Aachen zur Verfigung
gestellt. Fur die Amplifikation und spatere Kloniag in den Expressionsvektor pET16b
wurden Primer laut Tabelle 9 verwendet. Zur vemghten Aufreinigung des Enzyms lber
Ni?*-NTA-IMAC sollte bei der Klonierung ein N-terminaleHiss-Tag eingefilhrt werden
(Abbildung 16).
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Tabelle 9: Primer zur Klonierung von hissump ausHomo Sapiensin den Vektor pET16b

Primer Bezeichnung Primersequenz 5-3" Verwendung
Vorwartsprimer: ATGAAGCCGCTGGTCGTGTTCG Zur Genamplifikation
Fw-ump vonump(Homo sapiens
Ruckwartsprimer: TTAGCCTTCCTTGTCAAAAATCTGCA  Zur Genamplifikation
Revump CAAC vonump(Homo sapiens
Vorwartsprimer: GGAATTCCATATGGAATTCCGCATGA Zur Klonierung vonhissump
Fw-Ndel-ump AGCCGCTGGTC in den Vektor pET16b
Ruckwartsprimer: CGGGATCCCGTTAGCCTTCCTTGTCA Zur Klonierung vonhissump
RevBamHI-ump AAA in den Vektor pET16b

T7 Termina BamH|

amp
ump

pET16b-hissump

T7 Promotor

y

Abbildung 16: Klonierung von hissump ausHomo sapiensin den Expressionsvektor pET16b

Das Genump aus der cDNA der Niere wurde Uber die SchnitisteNdeV/BamHI in den Expressionsvektor
PET16b kloniert. Unter der Kontrolle eines T7-Praare wurde es mit einem N-terminalem Hisag
exprimiert. Die Selektion erfolgte aufgrund seidespicillinresistenzgens.

Ndel
hisg

pBR322

3.2.2  Klonierung von ugd aus E. coli K12

Im Modul C sollte die Oxidation von UDP-Glc zu UOKeA durch eine rekombinante
UDP-Glukose-Dehydrogenase gewahrleistet werden. Radierende Gen wurde bei
Prokaryonten und Eukaryonten vielfach untersucheb@thet al. 1995, Spiceet al. 1998,
Campbellet al. 2000, Hinterberget al. 2002, Sommeet al. 2004, Easlet al. 2007, Eggeet

al. 2011). Die Sequenzen der UDP-Glukose-Dehydrogenaseerschiedlicher Herkunft sind
bekannt und in der Uniprot Datenbank (http://wwvipnot.org/help/uniprotkb) zu finden.
Zunachst wurde das Gemgd aus E. coli K12 (UniProtKB/Swiss-Prot/acession number:
P76373) ausgewahlt. Die Klonierung vogd erfolgte ausgehend von der genomischen DNA
ausE. coli K12. Der verwendet&. coli Stamm wurde freundlicherweise vom Institut fur

Biotechnologie, RWTH-Aachen (Prof. W. Hartmeier)r 2derfligung gestellt. Im ersten
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Schritt erfolgte die Amplifikation des Gengyd ausgehend von der bereits zuvor isolierten
genomischen DNA auf. coli K12 mit sequenzspezifischen Primern (Tabelle T0)r
vereinfachten Aufreinigung der Enzyme ubef'NiTA-IMAC sollte bei der Klonierung ein
Hiss-Tag eingefiihrt werden. Um den Einfluss dessHiags auf die finale Enzymaktivitat zu
untersuchen, wurde das Gen zunachst mit einem ndralen Hig-Tag in den Vektor
pET28a (Novagen/Merck Darmstadt, Deutschland) utelrativ mit einem N-terminalen
Hiss-Tag in den Vektor pET16b (Novageviérck Darmstadt, Deutschland) kloniert.

3.2.2.1 Klonierung von ugdhisg in den Vektor pET28a

Zur Klonierung des Gensissugd in den Vektor pET28a (Abbildung 17) wurden die
Restriktionsenzymalcol und Xholausgewahlt und die Primer nach Tabelle 10 benutzt.

1 origin hisg

/
T7-Terminator
d
kan e
Ncol

T7 Promotpr

pET28a-ugdhise

lact

Abbildung 17: Klonierung von ugdhiss ausE. coli K12 in den Expressionsvektor pET28a

Das Genugd wurde Uber die Schnittstelledcol/Xhol in den Expressionsvektor pET28a kloniert. Unter de
Kontrolle eines T7-Promotors wurde es mit einene@ninalem HigTag exprimiert. Die Selektion des Plasmids
erfolgte aufgrund seiner Kanamycinresistenz.

Tabelle 10: Primer zur Klonierung von ugdhiss auskE. coli K12 in den Vektor pET28a

Bezeichnung Primersequenz 5°-3° Verwendung
Vorwartsprimer: ATGAAAATCACCATTTCCGGTACTGG  Zur Genamplifikation
Fw-ugd CTATGT vonugd(E. coli K12
Ruckwartsprimer: GTCGCTGCCAAAGAGATCGCGGGTGT Zur Genamplifikation
Revugd ATAC vonugd(E. coli K12
Vorwartsprimer: CATGCCATGGCATGGATGAAAATCAC Zur Klonierung von ughiss in
Fw-Ncol-ugd CATTTCCGG den Vektor pET28a
Ruckwartsprimer: CCGCTCGAGCGGGTCGCTGCCAAAGA Zur Klonierung von ughiss in

Rev-xhol-ugd GAT den Vektor pET28a
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3.2.2.2 Klonierung von hisgugd in den Vektor pET16b

Zur Klonierung des Gensgd mit N-terminalem HigTag in den Vektor pET16b (Abbildung
18) wurden die Schnittstelledddel/BamHI,die mittels PCReingefuigt wurden (Tabelle 11),

verwendet.

T7 Terminatok, ;BamH/

ugd

. Ndel
pET16bhissugd % hiss

pBR322 T7 Prgmotor

Abbildung 18: Klonierung von hissugd ausE. coli K12 in den Expressionsvektor pET16b
Das Genugd wurde Uber die Schnittstellédde/BamHIin den Expressionsvektor pET16b kloniert. Unter der

Kontrolle eines T7-Promotors wurde es mit einemeNrinalem Hig-Tag exprimiert. Selektiert wurde das
Plasmid aufgrund seines Ampicillinresistenzgens.

Tabelle 11: Primer zur Klonierung von hissugd ausE. coli K12 in den Vektor pET16b

Bezeichnung Primersequenz5’-3° Verwendung
Vorwartsprimer: GGAATTCCATATGGAATTCCGGATGA  Zur Klonierung vorhisgugdin
Fw-Ndel-ugd AAATCACCATTTCCGGTAC den Vektor pET16b
Ruckwartsprimer: CGGGATCCCGTTAGTCGCTGCCAAAG Zur Klonierung von hisugd
RevBamHI-ugd AGAT in den Vektor pET16b

3.2.3  Klonierung von ugdhl aus Arabidopsis thaliana

Das Gerugdhl(UniProtKB/Swiss-Prot/acession number: Q9FYtiirde aus der cDNA der
Blatter von Arabidopsis thaliana welche von Prof. Slusarenko (Institut fur
Pflanzenphysiologie der RWTH Aachen) zur Verfuguggstellt wurde, mittels PCR
vervielfaltigt. Die Klonierung des amplifiziertene@s erfolgte mit den Primern Uber die
SchnittstellerNdel/BamHI(Tabelle 12) in den Vektor pET16b (Abbildung 19).
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T7 Terminator, ,BamHI

ugdh1

pET16bhisgugdh1

pBR322

Abbildung 19: Klonierung von hissugdhl ausArabidopsisthaliana in den Expressionsvektor pET16b

Das Gerugdhlwurde tber die Schnittstelléddel/BamHIin den Expressionsvektor pET16b kloniert. Unter de
Kontrolle eines T7-Promotors wurde es mit einemeNHinalem HigTag exprimiert. Die Selektion des
Plasmids erfolgte aufgrund seines Ampicillinresigtgens.

Tabelle 12: Primer zur Klonierung von hissugdhl ausArabidopsis thaliana in den Vektor pET16b

Bezeichnung Primersequenz 5°-3° Verwendung
Vorwartsprimer: ATGGTGAAGATATGTTGTATTGGAGC Zur Genamplifikation von
Fw-ugdhl T ugdhl

Ruckwartsprimer: TTAGGCAACGGCAGGCAT Zur Genamplifikation
Revugdhl vonugdhl

Vorwartsprimer: GGAATTCCATATGGAATTCCGGATGG Zur Klonierung von hisg
Fw-Ndel-ugdi TGAAGATATGTTGTGG ugdhlin den Vektor pET16b
Ruckwartsprimer: CGGGATCCCGATTAGGCAACGGCAG  Zur Klonierung vorhissugdhl
RevBamHI-ugdhl G in den Vektor pET16b

3.2.4  Klonierung von ugdh aus Homo sapiens

Das Genugdh (UniProtKB/Swiss-Prot/acession number: O60701) deuaus der cDNA
humaner Mesangialzellen (Niere) mittels PCR vefé&iggt. Frau Dr. Claudia van Roeyen,
Medizinische Klinik Il des Universitatsklinikums d®WTH Aachen stellte die cDNA zur
Vervielfaltigung zur Verfugung. Zur Amplifikation e Gens wurden die Primer nach
(Tabelle 13) verwendet. Die Klonierung des amphifiten Gens in den Vektor pETDuet-1
(Abbildung 20) von Novagen (Darmstadt, Deutschlaedplgte mit den Primern nach
Tabelle 13 Uber die Schnittstell®stl/Notl
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% ugdh
pETDuet 1-hisgugdh
Not!
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Abbildung 20: Klonierung von hissugdh ausHomo sapiensin den Expressionsvektor pETDuet-1

Das Gerugdhwurde uber die Schnittstellé?stl/Notlin den Expressionsvektor pETDuet-1 kloniert. Urder
Kontrolle eines T7-Promotors wurde es mit einemeNvinalem Hig-Tag exprimiert. Die Selektion des
Plasmids erfolgte aufgrund seines Ampicillinresiggens.

Tabelle 13: Primer zur Klonierung von hissugdh ausHomo sapiens in den Vektor pETDuet-1
Bezeichnung Primersequenz 5°-3° Verwendung
Vorwartsprimer: ATGTTTGAAATTAAGAAGATCTGTTG  Zur Genamplifikation von
Fw-ugdh CATCGG ugdh(Homo sapiens
Ruckwartsprimer: CTACACTTTAGGTTTCTTGTTAGGTGG Zur Genamplifikation
Revugdh ATC vonugdh(Homo sapiens
Vorwartsprimer: AAAACTGCAGCCAATGCATTGGAAA  Zur Klonierung vonhiss ugdh
Fw-Pstl-ugdh ATGTTTGAAATTAAGAAGATCTGT in den Vektor pETDuet-1
Ruckwartsprimer: ATAAGAATGCGGCCGCTAAACTATCT  Zur Klonierung vonhisgugdh
RevNotl-ugdh ACACTTTAGGTTTCTTGT in den Vektor pETDuet-1

3.2.5 Klonierung von kfiD aus E. coli O6:K5:H1

Die UDP-Glukose Dehydrogenase (KjiBusk. coli O6:K5:H1 (Nissle Strain, 191h)ot eine
Alternative. Im ersten Schritt erfolgte die Ampiidition des Geng&fiD ausgehend von der
zuvor isolierten genomischen DNA dE&s coli Stammes Nissle Strain 191)7 der von der
Firma Ardeypharm (Herdecke, Deutschland) zur Varfigy gestellt wurde. Fur die
Amplifikation des Gens (UniProtKB/Swiss-Prot/acaeasnumber: Q47329) und Klonierung
in den Vektor pETDuet-1 (Abbildung 21) wurden Primach (Tabelle 14)erwendet.
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%
pETDuet 1-hisgkfiD

Abbildung 21: Klonierung von hiskfiD ausE. coli K5 in den Expressionsvektor pETDuet-1

Das GerkfiD wurde uber die Schnittstellé?stl/Notl in den Expressionsvektor pETDuet-1 kloniert. Urder
Kontrolle eines T7-Promotors wurde es mit einemeNHinalem HigTag exprimiert. Die Selektion des
Plasmids erfolgte aufgrund seines Ampicillinresigtgens.

Tabelle 14: Primer zur Klonierung von hiskfiD aus E. coli K5 in den Vektor pETDuet-1

Bezeichnung Primersequenz 5°-3° Verwendung
Vorwartsprimer: ATGTTCGGAACACTAAAAATAACTG Zur Genamplifikation
Fw-kfiD vonkfiD

Ruckwartsprimer: TTAGTCACATTTAAACAAATCGCG Zur Genamplifikation
RevkfiD vonkfiD

Vorwartsprimer: AACTGCAGAACCAATGCATTGGCATG Zur Klonierung vorhiskfiDin
Fw-Pstl-kfiD- TTCGGAACACTAAAAATAACTG den Vektor pETDuet-1
Ruckwartsprimer: ATAAGAATGCGGCCGCTAAACTATCC Zur Klonierung vonhiskfiD
RevNotl-kfiD TTAGTCACATTTAAACAAATCGCG in den Vektor pETDuet-1

3.2.6  Klonierung von glcatp und glcats aus Mus musculus

Die Klonierung und Expression der eukaryontischéeAG-P aus der Ratte, Maus und dem
Menschen wurde bereits von Yamamab al. beschrieben (Yamamoto und Oka 2001,
Yamamotoet al. 2002). Wahrend GICAT-P spezifisch fur den Transfen GIcA auf Typ 2
LacNAc sowie auch auf Glykoprotein-Akzeptoren NCAMd Asialo-orosomucoid (ASOR)
ist, zeigt GICAT-S eine duale Spezifitdt fur Typ RacNAc und Typ 1 LacNAc
(Galp1-3GIcNAc) (Kakudaet al. 2004, Kakudeet al. 2005). Yavuzet al setzten die murine
GICcAT-P zur Synthese des nicht-sulfatierten HNK-pitgps auf eine Neo-Laktohexaose
Glykanstruktur in einem genetisch modifiziert€ncoli K12 Stamm ein (Yavuet al. 2008).
Zur Klonierung der Gen@lcats (UniProtKB/Swiss-Prot/accession number: P592709 un
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glcatp (UniProtKB/Swiss-Prot/accession number: Q8R58@jde mMRNA, aus dem Maushirn
stammend, vom Institut fur Zell- und Molekularbigle an Grenzflachen RWTH Aachen
(Prof W. Jahnen-Dechent) freundlicherweise zur §guhg gestellt. Im Anschluss an die
cDNA Synthese (Kapitel 3.1.3.) konnte des Weitedé:n Amplifikation der vollstandigen
Geneglcats und glcatp verfolgt werden Eukaryontische Glykosyltransferasen gehoéren zu
Typ Il Menbranproteinen, verankert in der Golgimearh Der N-Terminus des Proteins ist
zytosolisch, der C-Terminus ist lumenal lokalisiedur Klonierung in den Vektor
PET46Ek/LIC wurde nur die C-terminale katalytisddemane von GICAT-S (As: 24-324)
und von GICAT-P (As: 27-334) amplifiziert. Die fitie Klonierung der Gene bendtigten
Primer sind in Tabelle 1@usammengefasst. Die Klonierung in den Vektor pEBIC
(Abbildung 22) wurde nach dem Protokoll von Novagébarmstadt, Deutschland)
durchgefuhrt. Der Expressionsvektor ist geeignetziiteffizientes direktionales Klonieren
von Genen ohne Restriktion und Ligation. Die Insertdes Zielgens erfolgte mithilfe von
spezifisch generierten Primern. Die LIgétion independent cloningMethode verwendet
die 3’-5"-Exonukleaseaktivitit der T4-DNA Polymeasim Einzelstrang-Uberhange mit
spezifischen 13- oder 14-Basen innerhalb des Vektorgenerieren. Im Gegenzug dazu wird
ein PCR Produkt mit komplementaren Uberhangen duBCiErweiterungen speziell
entworfener Primer synthetisiert. Durch anschlieléeimkubation des PCR Produktes mit
T4-DNA Polymerase bei Anwesenheit von dATP werdeektdr-spezifische Uberhange
produziert. Die kovalente Verknipfung von Insert \Wektor findet nach Transformation in
E. coli statt. Um spezifische Enden fur die Klonierungdien Vektor pET46EK/LIC zu
generieren, wurde ein PCR Produkt unter Verwendiggspeziellen Primer (Tabelle 16)
synthetisiert Das gereinigte PCR Produkt wurde mit dATP und reireDNA-Polymerase
versetzt, um Einzelstrang-Uberhange zu schaffer, kbmplementar zu Einzelstrang-
Uberhangen des Vektors sind. Tabelle 15 zeigt deakfonsansatz der T4-DNA-

Polymerase.
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Tabelle 15: T4-DNA-Polymerase-Behandlung des PCR-Bduktes zur  Erzeugung von
Einzelstrang-Uberhangen

Reagenz Volumen [uL] Endkonzentration
T4-DNA 2 1-fach
Polymerase Puffgl0-fach)

T4-DNA Polymerase 0,4 1U

2,5 U/uL

dATP 2 2,5mM
25 mM

DTT 1 5mM
100 mM

H,0 nuklease-frei 13,6

PCR-Produkt X 0,02 pmol

Gesamtvolumen: 20,0 pL

Durch Inaktivieren der TDNA Polymerase wurddie Reaktion wurde fir 20 min bei 75°C
gestoppt. AnschlielRend wurden 2 puL des T4-DNA-Pelase behandelten PCR Produktes
mit 1 pL des Vektors und 1 uL EDTA (25 mM) gemisand fiir 60 min bei 22°C inkubiert.
Anschlieend wurden kompeterite coli NovaBlue GigaSingles™ mit 1 pL des Ansatzes

transformiert. Die Transformation erfolgte nach deratokoll von Novagen (Kapitel 3.1.7).

T7 Promotorhisg T7 Promotorhisg
ﬁlv glcatp %clv N
pET46EK/LIC pET46Ek/LIC

T7 Termin*tor

T7 Terminltor
hisscatglcats

hisgcatglcatp

amp

Abbildung 22: Klonierung von hisscatglcatp (A) und hisscatglcats (B) in den Expressionsvektor
PET46EK/LIC

Die Genehisscatglcatp(A.) und hisscatglcats(B.) wurden Uber eineljgation Independent Cloning¥Methode

in den Expressionsvektor pET46EK/LIC kloniert. Nagmplifikation mit Primern, die 5-LIC Uberhange

tragen, wurde das PCR Produkt mit T4-DNA Polymei@sATP) inkubiert. Nach Anlagerung an den Ek/LIC

Vektor wurde das zirkuldre noch nicht kovalent ¢ésesene Plasmid iE. coli transformiert. Unter der

Kontrolle eines T7-Promotors wurde es mit einemeNrinalem Hig-Tag exprimiert. Selektiert wurden die
Plasmide aufgrund der Ampicillinresistenz.
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Tabelle 16:  Primer zur Klonierung von hisscatglcats und hisgcatglcatp aus Mus musculus in den Vektor

PET46EK/LIC
Bezeichnung Primersequenz’5’-3 Verwendung
Vorwartsprimer: ATGAAGTCCGCGCTGTGCAG Zur Genamplifikation
Fw-glcats
Ruckwartsprimer: CTACACCTCAATGTTCACTGTGTCC Zur Genamplifikation
Revqglcats
Vorwartsprimer: GACGACGACAAGATGGACGTG Zur Klonierung in den
Fw-catglcats GACCCCCG Vektor pET46Ek/LIC
Ruckwartsprimer GAGGAGAAGCCCGGTTACACC Zur Klonierung in den
Rev-catglcats TCAATGTTCACTGTGT Vektor pET46EkK/LIC
Vorwartsprimer: ATGGGTAATGAGGAGCTGTG Zur Genamplifikation
Fw-glcatp
Ruckwartsprimer: TCAGATCTCCACTGAGGGGT Zur Genamplifikation
Revqglcatp
Vorwartsprimer: GACGACGACAAGATGCTCGCA Zur Klonierung in den
Fw-catglcatp CCTCTGCTTG Vektor pET46Ek/LIC
Ruckwartsprimer: GAGGAGAAGCCCGGTCAGATT Zur Klonierung in den
Rev-catglcatp CACTGAGGGG Vektor pET46-EK/LIC

3.2.7  Klonierung von susl aus Solanum tuberosum

Das Saccharose Synthase 1 (SuSyl) kodierende sbsf aus Solanum tuberosum
(UniProtKB/Swiss-Prot/accession numbd?10691) wurde zunachst ausgehend von dem
bereits in der Arbeitsgruppe vorhandenen PlasmidRiBsusl (Abbildung 23) Uber
Restriktionsverdau mittelBamHI in einem praparativen Ansatz von 80 pL isolieralfélle

5). Der Ansatz wurde mittels Agarose-Gelelektroplsernach der Molekilgro3e aufgetrennt
(Kapitel 3.1.9), das Zielprodukt ausgeschnitten urahschlieBend dber das
NucleoSpin Extract iKit isoliert (Kapitel 3.1.10). Dieses Fragment mbe als
Ausgangsprodukt fur die anschlieBende PCR (Kap&dl.4) zur Klonierung in den
Hefeexpressionsvektor pYES2/CT von Invitrogen (frogen GmbH Darmstadt,
Deutschland).
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PMA1-Promoter

ori PBR3Z2 g — gy

.

o BamHi

~ \_/tmﬂemma:or

Abbildung 23: Expressionsvektor pDR195susl

Die Klonierung vonsusl aus der Kartoffel in das Plasmid pDR195 erfolgteerii die Schnittstellen
BamHI/BamHI Die konstitutive Expression vosusl steht unter der Kontrolle des PMA1 Promotors. Die
Plasmidamplifikation wurde erzielt durch Transfotioa in E. coli. Mithilfe der Ampicillinresistenz konnten
Transformanden selektiert werden.

Zur Klonierung in den Vektor pYES2/CT (Abbildung)24urden die SchnittstelleBamHI
undNotl und die Primer nach Tabelle 17 benutzt. Unterkdertrolle eines Gal-1 Promotors
wurde das Gen exprimiert. Die Selektion des Plasmatfolgte aufgrund seines

Ampicillinresistenzgens.

Gal1 Promotor,

sus1

pYES2/CT-sus1

Abbildung 24: Klonierung von susl ausSolanum tuberosum in den Expressionsvektor pYES2/CT

Die Klonierung vonsusl aus der Kartoffel in den Vektor pYES2/CT erfolgider die Schnittstellen
BamHI/Notl Die Expression vorsusl steht unter der Kontrolle des induzierbaren Gabmotors. Die
Plasmidamplifikation wurde erzielt durch Transfotioa in E. coli. Mithilfe der Ampicillinresistenz konnten
Transformanden selektiert werden.

Tabelle 17: Primer zur Klonierung von susl aus Solanum tuberosum in den Expressionsvektor
pYES2/CT

Bezeichnung Primersequenz 5°-3° Verwendung

Vorwartsprimer: CGCGGATCCGCGATGGCTGAACGTG Zur Klonierung in den Vektor

Fw-BamHFsus1 T pYES2/CT Uber die

SchnittstellerBamHI/Notl
Ruckwartsprimer: ATAAGAATGCGGCCGCTAAACTATT  Zur Klonierung in den Vektor
RevNotl-susl CACTCAGCAGCCAA pYES2/CT Uber die

SchnittstellerBamHI/Notl
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3.3 Klonierung der Gene fur die Enzym-Module zur

Synthese des Glykanepitops 2" -Fukosyllaktose

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war in der wissdraftlichen Literatur sowie in der
Patentliteratur nur eine einzige—1,2-FucT beschrieben, die eine gute Aktivitat fie d
Produktion von 2°-FL in einem genetisch verdndeBemoli Stamm zeigt (Drouillaret al.
2006). Es handelt sich dabei um diel,2-FucT, FutC (EC 2.4.1.69), aus dem human-
pathogenen Bakterienstamirdelicobacter pylori Eukaryontische FucTs sind aus dem
Mensch bekannt und bendtigen eukaryontische Expressy/steme, um aktive
Glykosyltransferasen fiin vitro Synthesen zu gewinnen (de Vriesal. 2001, Vasiliuet al.
2006). Mogliche alternative Enzymquellen stelltea WeinbergschneckeHglix promatig
(Luttge et al. 1997, Scheppokat al. 2003) dar, aus denen eing,2-FucT bzwao-1,3-FucT
partiell gereinigt und charakterisiert wurden. EikBnierung und heterologe Expression
dieser FucTs war nach damaligem Wissensstand nobhgelungen und publiziert worden.
Die Expression von bakteriellen FucT-Genen (z. & Helicobacter pylorioderE. coli) in

E. coli wurde héaufig als Alternative zu eukaryontischen TRubeschrieben. Innerhalb der
Glykosyltransferase Familie 11 wurden bereitsddi?2-FucTs WbsJ aus. coli 0128 (Shao
et al. 2003, Liet al.2008), FutC auslielicobacter pylori(Albermannet al. 2001, Drouillard

et al. 2006, Steinet al. 2008), WbiQ au<€. coli 0127 (Pettitet al. 2010) und WbwK aus
E. coli O86 (Li et al. 2008) beschrieben. Di@ vitro Aktivitat der funktionell Gberpriuften
FucTs mit dem nicht natirlichen Akzeptor Laktosenkie entweder gar nicht oder nur in
geringem Mal3e detektiert werden. Fir FutC wurde Aiktivitat mit Laktose von 89 mU/mg
ermittelt (Albermanret al. 2001). Weitere Daten zafl,2-FucTs waren zu diesem Zeitpunkt
nicht publiziert. Mit dem Ziel eine neuartigel,2-FucT zu identifizieren, wurde die
Klonierung und heterologe Expression von putatiwgy2-FucT-Genen (EC 2.4.1.69) aus der
Glykosyltransferasen-Familie 11 (Tabelle 18) angdst (CAZy Datenbank). Zur
Bereitstellung des Donorsubstrates GDP-Fuc wurdédiunktionaleL-Fukokinase/GDP-Fuc
Pyrophosphorylase (FKP) aBscterioides fragili9343 favorisiert.
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Tabelle 18: Putativeal,2-FucTs aus der CAZy Datenbank

Genbezeichnung UniProtKB/Swiss-Prot/accession number
amuc 0942 ausAkkermansia muciniphila B2UQN9
epsHausLactococcus lactis subsp. cremoN$ZO B40 006036
epsllausStreptococcus thermophill$1G18311 Q5M4A0
wbdNausSalmonella enterica subsp. salamae Q5UHB1
whbgN aus E. coli O55:H7 Q8VvVQ46
wblA ausVibrio cholerae022 087157
wbgL ausE. coliO0126 A6M9IC2

3.3.1  Klonierung von Genen putativer  a-1,2-Fukosyltransferasen

Alle Gene (Tabelle 18) wurden zur zytoplasmatischexpression inE. coli in den
modifizierten Expressionsvektor pET22b von Novag®uarmstadt, Germany) kloniert.
Hierzu wurde diepelB Leader Sequenz, verantwortlich flr periplasmagsExpression in
E. coli, unter Verwendung der RestriktionsenzynMdel und BamHI ausgeschnitten
(Kapitel 3.1.5). In einem nachsten Schritt wurde Bropeptidsequenz (207 Aminosauren) der
Lipase vonS. hyicus(Sauerzapfeet al. 2008) vom Plasmid pLGalN38 mit Primern nach
Tabelle 19 amplifiziert und anschlieRend mit demdifinerten pET22b Vektor fusioniert.
Der resultierende Vektor wurde nBamHI and Xhol verdaut(Kapitel 3.1.5). Die Synthese
der Zielgene der putativenl,2-FucTs (Tabelle 18) inklusive der Restriktiomsstistellen
BamHI und Xhol erfolgte durch Geneart (Regensburg, Germany). Pighstisierten Gene
wurden ebenfalls mitBamHI und Xhol verdaut und anschlieBend in den Vektor
pPET22bhisgprop ligiert (Abbildung 25.
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Tabelle 19: Primer zur Klonierung der Propeptidseqienz der Lipase ausS. hyicus

Bezeichnung Primersequenz 5°-3° Verwendung
Vorwartsprimer: CATATGCACCACCACCACCACCACA Amplifikation der
Fw-Ndekprop ATGATTCGACAACACAAACAACGAC Propeptidsequenz der Lipase

von S. hyicusnklusive
SchnittstelleNdel
Ruckwartsprimer: GTTCGCTCGCTGTTTTTTGGTATGCC Amplifikation der
RevBamHI-prop TAGG Propeptidsequenz der Lipase
von S. hyicusnklusive
SchnittstelleBamHI

His;Tag BamHI

/‘>
prop
wm

pET22b-his,prop-wbgL

Ndel

Xhol

ori

Abbildung 25: Beispielhafte Klonierung vonhisspropwbgL in den Expressionsvektor pET22b

Zur zytoplasmatischen Expression der putatiwé2-FucT wurde der Expressionsvektor pET22b madifiz
Die pelB Sequenz wurde mit den Restriktionsenzyniédel und BamHI entfernt Die Propeptidsequenz
(207 Aminoséauren) der Lipase vdB. hyicus(Sauerzapfeet al. 2008) wurde vom Plasmid pLGalB8
amplifiziert und anschlieBend mit dem modifizierfgaT22b Vektor fusioniert. Der resultierende Vekiarrde
mit BamHI and Xhol verdaut Das GenwbgL fusionierte mit dem modifizierten Vektor pET2Rsprop unter
Verwendung der RestriktionsenzyiamHIandXhol.

3.3.2  Klonierung von fkp aus Bacterioides fragilis

Die Klonierung des bi-funktionalen-Fukokinase/GDP-Fuc Pyrophosphorylase kodierenden
Gensfkp (UniProtKB/TrEMBL Q58T34) erfolgte ausgehend vagr glenomischen DNA aus
Bacterioides fragilisDSMZ 2151 (DSMZ, Braunschweig, Germany). Hierberdefkp unter
Verwendung der Primer (Tabelle 20) zunéchst anzmifi. Zur Ligation des PCR Produktes
in den Vektor pET22b-hiprop (Abbildung 26) wurden die SchnittstellBamHI und Xhol
mittels Primern eingefligt und schliel3lich analog Klonierungsstrategie vowbgL kloniert
(Kapitel 3.3.1).
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Tabelle 20: Klonierung vonhisgpropfkp ausBacterioides fragilisin den Vektor pET22b

Bezeichnung Primersequenz 5°-3° Verwendung
Vorwartsprimer: ATGCAAAAACTACTATCTTTACCGTC  Zur Genamplifikation vorikp
Fw-fkp CAAT-3".

Ruckwartsprimer: TTATGATCGTGATACTTGGAATCCCTT Zur Genamplifikation
Rev{kp ATC vonfkp

Vorwartsprimer: CGCGGATCCGCGATGCAAAAACTACT Zur Klonierung vorfkp in den
Fw-BamHI-fkp ATCTTTACCG Vektor pET22bhisgprop
Ruckwartsprimer: CCGCTCGAGCGGTTATGATCGTGATA Zur Klonierung vorfkp in den
Rev-Xhol-fkp CTTGG Vektor pET22bhisgprop

HiszTag BamHiI
el .

Ndel
prop
wbgL

pPET22b-hisprop-fkp

ori

Abbildung 26: Klonierung von hisgpropfkp in den Expressionsvektor pET22b

Zur zytoplasmatischen Expression der bi-funktionald-ukokinase/GDP-Fuc Pyrophosphorylase (FKP) wurde
der Expressionsvektor pET22b modifiziert. PelB Sequenz wurde entfernt mit den Restriktionsenzyihdel

und BamHI. Das Genfkp fusionierte mit dem modifizierten Vektor pET2Risprop unter Verwendung der
Restriktionsenzym8amHIundXhol.
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3.4 Expression klonierter Gene in E. coli

Fur die Expression der in dieser Arbeit kloniert8ene wurden die bereits kompetenten
Stamme (Merck/Novagen,Darmstadi) coli BL21(DE3), E. coli Rosetta(DE3)pLysS und
E. coli Origami B(DE3) verwendet. Der Stamin coli BL21(DE3) tragt chromosomal die
T7-Polymerase durch den lysogenen Pha@Pi3. Dartiber hinaus weisen die Proteasen
ompT, einer Protease der auReren Membran, unadwlierbtease zwei Mutationen auf, die zu
einem knock out* fihren. Diese Strategie schitzt vor dem Abbau ré&ombinanten
Proteine. Der Stamni. coli Rosetta(DE3)pLysS zeichnet sich durch die Berdiustg
seltener tRNAs aus und ist deshalb besonders &imhdierologe Genexpression geeignet.
Diese sind episomal mit einer zusatzlichen Chlotangolresistenz codiert. Das zusatzliche
pLysS Gen verhindert, dass eine GrundexpressiorZigdgens (,leaky expression®) vor der
Induktion, indem sie T7-Lysozym, ein naturlicherhilmitor der T7-RNA Polymerasen,
produzieren. Gleichzeitig spaltet das bifunktioadfrotein auch das Peptido-Glykan Gerust
der E. coli Zellwand und ermdglicht somit eine leichte Zellektpraparation. DeE. coli
Stamm Origami B(DE3) mit einer Kanamycin- und Teydinresistenz eignet sich besonders
fur die Expression von Proteinen, deren Disulfiadikgn fur eine korrekte Proteinfaltung und
fur die volle Aktivitat erforderlich sind. Ohne die Disulfidbriicken degradieren sie oder
akkumulieren alsipclusion bodies Zytoplasmatisché&. coli Kompartimente weisen jedoch
reduzierendes Milieu auf. Disulfidbriicken werdencihadem Transport ins Periplasma
geknupft. Der Origami Stamm besitzt im Gegensatzlemn anderen genannten Stammen im
Disulfidreduktionsweg eine Mutation der Glutathieduktase gor) und eine Mutation der
ThioredoxinreduktaserB). Dies fuhrt zu einer verstarkten Bildung von Dislioriicken im
Zytoplasma vork. coli.

Fur die Expression der Zielgene wurden Vorkultudam E. coli Stamme (Tabelle 21) in
100-mL-Erlenmeyer-Schikanekolben (EMK) mit 20 mL dMBedium unter Zusatz des
entsprechenden Antibiotikums angezogen. Das Animpfer Kulturen erfolgte durch
Uberfiihren einer Kolonie von erfolgreichen Transfationsansatzen in das Kulturmedium
oder durch Einsatz von 50 puL von Glycerin-Stammbkueih (Kryokulturen). AnschlielRend
erfolgte die Inkubation tber Nacht bei 37°C und UkBn. Am nachsten Morgen wurden die
Hauptkulturen mit 2% einer Ubernacht-Vorkultur iRLEEMKs, gefillt jeweils mit 20%

TB-Medium (mit entsprechendem Antibiotikum), angpftn Das Wachstum wurde durch
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Messung der OFRo kontrolliert. Ab einer Olgy > 0,6 wurde mit 100 pM IPTG
(Endkonzentration) induziert und Gber Nacht bei@5thuttelnd bei 80 Upm inkubiert. Die
Ernte der Zellen erfolgte durch Zentrifugation (&dkZentrifuge RC-5B, SLA 3000-Rotor,
10000 Upm, 4°C, 20 min). Die Zellpellets wurden bis weiteren Verwendung bei -20°C

gelagert.

Tabelle 21: E. coli Expressionsstamme mit entsprechenden Selektionsnharn

E. coli Stamm Endkonzentration des Selektionsmarkers
E. coliBL21(DE3)_pET16khissump Ampicillin [100 pg/mL]

E. coli BL21(DE3) pET16hhissugd Ampicillin [100 pg/mL]

E. coliBL21(DE3)_pET28aigdhig Kanamycin [25 pg/mL]

E. coli BL21(DE3)_pETDuet-lhissugdh Ampicillin [100 pg/mL]

E. coli BL21(DE3)_pETDuet-lhiskfiD Ampicillin [100 pg/mL]

E. coli Rosetta(DE3)pLysS_pETDuetHissugdh Ampicillin [100 pg/mL]

E. coliBL21(DE3)_pET46Ek/LIChiscatglcatp
E. coli BL21(DE3) pET46Ek/LIChis;catglcats
E. coliOrigami B(DE3)_pET46Ek/LIchisscatglcats

E. coli Rosetta(DE3)pLysS_pET46Ek/LiC
hisscatglcats

. coli IM109(DE3) pET22Misspropamuc
. coli IM109(DE3)_pET22tvisspropespH

. coli IM109(DE3)_pET22HvisspropwbgL

. coli JIM109(DE3)_pET22tispropespll
. coli IM109(DE3)_pET22tispropwbdN
. coli JIM109(DE3)_pET22thispropwblA

. coli IM109(DE3)_pET22tisspropwbgN
. coli IM109(DE3) pET22Hthisspropfkp

. coli BL21(DE3) pET28asusl

. coli BL21(DE3) pET28diissnox

m m m m mmmMmMmm m

Chloramphenicol [35 pg/mL]
Ampicillin [100 pg/mL]
Ampicillin [100 pg/mL]
Ampicillin [100 pg/mL]
Tetracyclin [12,5 pg/mL]
Kanamycin [25 pg/mL]
Ampicillin [100 pg/mL]
Chloramphenicol [35 pg/mL]
Ampicillin [100 pg/mL]
Ampicillin [100 pg/mL]
Ampicillin [100 pg/mL]
Ampicillin [100 pg/mL]
Ampicillin [100 pg/mL]
Ampicillin [100 pg/mL]
Ampicillin [100 pg/mL]
Ampicillin [100 pg/mL]
Kanamycin [25 pug/mL]
Kanamycin [25 pg/mL]
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3.5 Expression von suslin S. cerevisiae

Die Expression vonsusl erfolgte nach Transformation der Expressionskonstrukte
pDR195suslund pYES2/CTsuslin den Hefestamn$. cerevisiad3Y 4742 (mai, his3A1,
leu2A0, met1310, ura3A0), der von EUROSCARF (Frankfurt, Deutschland) efelit wurde.
(Kapitel 3.1.8). Die Uracil-Auxotrophie wurde hi@ibals Selektionsmarker verwendet. Dem
Minimalmedium wurde Ura-drop-out (Takara Bio Eurffplentech, Saint-Germain-en-Laye,
Frankreich) zugesetzt (Tabelle 22 und Tabelle 23).

3.5.1  Expression von susl unter Induktion des Gall-Promotors

Die Expression des Zielgessislunter Induktion des Gall-Promotors erfolgte natera
modifizierten Protokoll (Manual part no. 25-0304sdManuals pYES2/CT von Invitrogen
(Darmstadt, Deutschland). In typisch& cerevisiaeLaborstdmmen ist die Transkription
ausgehend vom Gall-Promotor bei Anwesenheit vonrédamiert. Die Transkription kann
induziert werden durch Entfernen der Glc und Hirghen von Gal als C-Quelle. Im
Gegensatz dazu wird der Gall-Promotor durch Raf@namicht reprimiert oder induziert, so
dass direkt eine Anzucht der Hefezellen in Raffeabsedium mdoglich ist. Die Induktion des
Promotors erfolgte mit Raffinose-haltigem Medium tamn Zugabe von Gal (2%
Endkonzentration). Fur die Anzucht d&rcerevisia&/orkultur wurden 150 pL Kryokultur in
SD Selektivmedium (Tabelle 22) inokuliert und 4&éi 30°C und 150 Upm in einem 100

mL-Schikanekolben inkubiert.

Tabelle 22: SD-Medium fiir die Vorkultur

Komponente Endkonzentration
SD Medium 0,67%

Raffinose 2,00%

Ura drop-out 0,77 g/L

Die Hauptkultur wurde in einem 5-L-Erlenmeyerkolbemit einer veranderten

Komponentenkonzentration angezogen (Tabelle 23).
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Tabelle 23: SD-Medium fir die Hauptkultur

Komponente Endkonzentration
SD Medium 1,34%

Raffinose 2,00%

Ura drop-out 0,77 g/L

Die Hefezellsuspension inkubierte bei 30°C und §inlbis zu einer optischen Dichte von
vier (OD=4). Zur Induktion der Transkription wurddgas Medium mit einer 50%-igen
Gal-Lésung (Endkonzentration 2%) versetzt. Nach ks des Herstellers (Invitrogen,
Darmstadt, Deutschland) erfolgte die Inkubation dauptkultur bei 30°C und 80 Upm fur
48 h (Herstellerprotokoll, Invitrogen). Anschlief®ewurden die Zellen geerntet (7000 Upm,
30 min, 4°C) und bei -20°C bis zur Weiterverarbegfyelagert.

3.5.2  Konstitutive Expression von susl unter der Kontrolle des
PMA1-Promotors

Fur die konstitutive Expression vosuslin kleinem Maf3stab wurden Vorkulturen von
S. cerevisiagn 100-mL-Erlenmeyer-Schikanekolben (EMK) mit 20 n®D-Medium unter
Zusatz von 2% Glc und der entsprechenden Supplemamjezogen. Das Animpfen der
Kulturen erfolgte durch Zusatz von 150 pL Kryokulzum Kulturmedium. AnschlieRend
erfolgte die Inkubation fir 48 h bei 30°C und 80nupDie Hauptkulturen wurden mit 2%
einer Vorkultur in 5-L EMKs angeimpft, die jeweilsL SD-Medium mit 2% Glc inklusive
der entsprechenden Supplemente enthielten. DieeEgion vorsuslerfolgte konstitutiv bei
30°C und 80 Upm fur 48 h. Die Ernte der Zellen kgt durch Zentrifugation (Sorvall-
Zentrifuge RC-5B, SLA3000-Rotor, 10000 Upm, 4°C, 1ah). Die Zellpellets wurden bis

zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
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3.6 Aufreinigung der rekombinanten Enzyme

3.6.1  Herstellung des E. coli Rohextraktes

Die Ultraschallbehandlung stellt eine schnelle Met zum Aufschluss von Zellen ohne
Zusatz von Detergenzien oder Iytischen Enzymen daltraschall besitzt einen
Frequenzbereich von etwa 16 kHz bis 100 kHz unddirsich in Flissigkeiten longitudinal
aus. Die Methode ist jedoch auf den Labormal3stabchoankt, da Probleme der
Warmeentwicklung und der Entstehung von Radikakeinder Anwendung im industriellen
Mal3stab auftreten.

In der vorliegenden Arbeit kam das Ultraschallgeganoplus GM 203 (Bandelin, Berlin,
Deutschland) mit der Sonotrode MS72 und 52% Puwsi@aitung zum Einsatz. Fir den
Aufschluss wurde eine 40%-ige Zellsuspension mitsafzi von Benzonase Nuklease
(Novagen/Merck, Darmstadt, Deutschland) verwen@er hohe DNA-Gehalt der Zellen
erfordert den Zusatz der Benzonase Nuklease. In3iGa@stab wurden 10 g Zellen mit
15 mL Aufschlusspuffer, der jeweils fir die Aufrgjuang entsprechend ausgewahlt wurde,
gemischt und des Weiteren mit 1. Benzonase Nuklease versetzt. Die anschliel3ende
Ultraschallbehandlung erfolgte viermal fir 15 s t(jaweils 15 s Pause zwischen den
Beschallungen). Um den negativen Einfluss der Wantwecklung auf das Enzym zu
reduzieren, wurde die Beschallung im Eisbad durhge Die Abtrennung der durch
Ultraschall erhaltenen Zellfragmente erfolgte im @®rvall-Zentrifuge (RC-5B, SLA3000-
Rotor) durch Zentrifugation bei 13000 Upm und 48€20 min. Der klare Rohextrakt kam in

weiteren Untersuchungen zum Einsatz.

3.6.2 Herstellung des S. cerevisiae Rohextraktes

Zum Zellaufschluss von SuSyl a8s cerevisiaevurde eine Nassvermahlung mithilfe der
Schwingmihle MM 200 von Retsch in Mahlbechern dgegtihrt. Hierfir wurde eine
40%-ige (W/V) Zellsuspension in HEPES-Puffer (50 mMH 7,6) hergestellt. Die
Mahlbecher wurden zur Enzymstabilisierung vorgekibhd anschlieBend mit 10 g
Glasperlen (Durchmesser: 0,5 mm) und 10 g der 4§¥%-Hefezellsuspension beflllt. Nach

einem dreimal wiederholten Mahlvorgang bei eineegbenz von 20 Schwingungen/s fir
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3 min wurden die Glasperlen und Zellbruchstickeckufentrifugation (Sorvall Zentrifuge,
13.000 Upm, 4°C, 45 min) entfernt. Der Rohextrakt Uberstand wurde fur die

Anionenaustauschchromatografie verwendet.

3.6.3  Aufreinigung Uber immobilisierte Metallionen-

Affinitatschromatografie

Die Affinitditschromatografie stellt eine spezieferm der Adsorptionschromatografie dar,
die die bioselektive Adsorption zwischen zwei odeehreren Partnern ausnutzt. In der
vorliegenden Arbeit wurde als stationdre PhaseNsfitNTA-Material (QIAGEN, Hilden,
Deutschland) verwendet. Die Aufreinigungen erfalgtemit einer AktaPrime
Chromatografieanlage von GE Healthcare (Hamburgitéadland) mit einer C16/20 S&aule
(Hohe: 9 cm, Radius: 0,8 cm, Gelbettvolumen: 18 .nHipgesetzt wurde eine Stufenelution
mit jeweils einer linearen Flie3geschwindigkeit ®mL/min. Hohe Salzkonzentrationen der
Puffer sollten unspezifische Bindungen unterdriickem Aufreinigung der unterschiedlichen
Enzyme wurden unterschiedliche Puffersysteme (Te2d) verwendet. Die Aquilibrierung
erfolgte mit 5 Volumen Lysepuffer mit einer linear€lie3geschwindigkeit von 3 mL/min.
Anschlielend wurden 15 mL Rohextrakt mit halbere&gjeschwindigkeit mithilfe einer
P1-Pumpe (GE Healthcare, Hamburg, Deutschland)etraigen. Nach zwei Waschschritten
mit zwei Volumen Lysepuffer und drei Volumen Wasgafipr wurde das Protein mit
Elutionspuffer eluiert. Wahrend der Elution wurded-mL-Fraktionen mittels
Fraktionssammler gesammelt. Die einzelnen Durckflusid Elutionsfraktionen wurden auf
ihre jeweilige Enzymaktivitat getestet. Der Protghalt des aktiven Elutionspools wurde
nach der Methode von Bradford (Kapitel 3.12.1) inexsit.
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Tabelle 24:

Puffersysteme flur Proteinaufreinigungen

Proteinbezeichnung

Puffersystem

HissUMPK
HissUGD
UGDHisg
HisgKFID
HissUGDH
HisgcatGICAT-P
HisgcatGICAT-S
HisgcatGICAT-P
HisgcatGICAT-S
HissPropWbgL
HissPropWblA
HissPropWbdN
HisgPropAmuc
HisgPropEps11
HisgsPropEpsH
HisgPropFKP
HisgNOX

Lysepuffer: 50 mM NaHPQO,, pH 8

Waschpuffer. 50 mM NaHBPGQ,, pH 8

(0,3 M NaCl, 1 mM DTT, 20 mM Imidazol)
Elutionspuffer: 50 mM NaHPO,, pH 8 (0,3 M NaCl,
1 mM DTT, 300 mM Imidazol, Glycerin 20% (V/V)

Lysepuffer: 50 mM Tris-HCI, pH 8

Waschpuffer. 50 mM Tris-HCI, pH 8

(0,3 M NaCl, 1 mM DTT, 20 mM Imidazol)
Elutionspuffer: 50 mM Tris-HCI, pH 8

(0,3 M NaCl, 1 mM DTT, 300 mM Imidazol, Glycerol
20% (VIV)

Lysepuffer: 50 mM KPi, pH 6,5
Waschpuffer. 50 mM KPi, pH 6,5 (0,3 M NaCl, 1
mM DTT, 20 mM Imidazol)

Elutionspuffer: 50 mM KPi, pH 6,5
(0,3 M NaCl, 1 mM DTT, 300 mM Imidazol, Glycerol
20% (VIV)

3.6.4  Aufreinigung Uber Anionenaustauchchromatografie

Das bei der

Anionenaustauchchromatografie verwendé&-Sepharose FF Material

(GE Healthcare, Hamburg, Deutschland) als statonBhase besteht aus einer stark

guervernetzten Agarosematrix, die quartdre Amirselaanden enthalt, es zahlt daher zu

starken lonentauschern. Die Separation erfolgtrd@@dientenelution. Fir die Aufreinigung

wurde eine Saule (5x40 cm) mit einem Gelbettvolurm@am 75 mL genutzt. Die Detektion der

Proteine erfolgte bei einer Wellenlange von 280 emzelne Proben (4 mL) wurden durch

den Fraktionssammler aufgefangen. Die Aufreinigdeg Rohextraktes erfolgte nach dem

Arbeitsprotokoll von Romeet al. (R6meret al.2004).
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3.7 Bereitstellung von Enzymen ftr die Enzym-Module zur
Synthese von UDP-GIcA und des nicht-sulfatierten
HNK-1 Epitops

Fur diein vitro Synthese von UDP-GIcA und des nicht-sulfatiertedKHL Epitops sollten
I6sliche rekombinante Enzyme zum Einsatz kommere Bifolgreiche Etablierung der
Synthesestrategien setzt jedoch fiir die beteiligtekombinanten Enzyme spezifische
Aktivitaten im Bereich von 0,1-1 U/mg voraus. Zurréchung dieses Ziels wurden eine
humane Uridin-Monophosphat-Kinase (UMPK), vier UDRikose-6-Dehydrogenasen
unterschiedlicher Spezies und zwei murine Glukuitosmysferasen untersucht. Nach
erfolgreicher Klonierung und Expression erfolgtee dUberpriifung hinsichtlich der
entsprechenden enzymatischen Aktivitat. Des Weitevarden die ausgewahlten Enzyme
biochemisch charakterisiert, um mit optimalen Sgs#strategien hohe Produktumsatze zu

erzielen.

3.7.1 Biochemische Charakterisierung der His  ¢UMPK

3.7.1.1 Aktivitatsbestimmung der UMP-Kinase

Aktivitatsbestimmung mittels Fotometer

Die enzymatische Aktivitdt der RISMPK kann mit dem kontinuierlichen Fotometertest
bestimmt werden. Bei der Bestimmung der Aktivitdgs dEnzyms wird das durch die
HisstUMPK-Aktivitat entstehende ADP mithilfe von 2 weaika Hilfsenzymen nachgewiesen
(Abbildung 27). Im Bereich der linearen Extinktiabsmiahme wird zunachst nur ADP von den
Hilfsenzymen umgesetzt. Die Abnahme von NADH + Bei 340 nm wird in einer

Dreifachbestimmung verfolgt.
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UMP + ATP

ADP + PEP

Pyruvat + NADH + H*

UMP/CMP Kinase
————————

UDP + ADP

Pyruvatkinase
———

ATP + Pyruvat

Laktat-

dehydrogenase
——

Laktat + NAD*

Abbildung 27: Reaktionsschema zur Bestimmung der Afivitdt von UMP-Kinasen mittels Fotometer

Fur die Bestimmung der Aktivitat von HiMPK wird das entstehende ADP nachgewiesen. Digsgsdurch
die Pyruvatkinase und die Laktathydrogenase weiter umgesetzt. Dabei wird der UmgatizADP Gber die
Abnahme von NADH + Hbei 340 nm fotometrisch verfolgt.

Die zu bestimmenden Proben wurden nach dem Pigsettiema der Tabelle 25 vorbereitet.

Die Abnahme der Extinktion von NADH + *Hbei 340 nm ist dabei proportional zum

gebildeten ADP des ersten Reaktionsschrittes.

Tabelle 25: Fotometertest zur Bestimmung der Aktiviat von UMP-Kinasen
Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
10,0 1 M Tris-HCI, pH 8,7 50,00 mM
20,0 0,2 M KClI 20,00 mM
2,0 0,2 M K;HPO4 2,00 mM
2,4 0,4 M MgCh 5,00 mM
2,0 0.1 M PEP 1,00 mM
12,5 0,004 M NADH 0,25 mM
50 Pyruvatkinase (1 U/uL) 5,00 U

50 Laktat-Dehydrogenase (1 U/uL) 5,00 U
10,0 0,1 MDTT 5,00 mM
40,0 0,025 M UMP 5,00 mM
2,0 0,1 M ATP 1,00 mM
10,0 Enzym

ad 200,0 H.O

200,0 Gesamtvolumen

Die Stabilitatskontrolle von NADH + Hin wassrigen Pufferlosungen erfolgte durch eine

Probe mit Wasser. Diese diente als Nullwert fur diebestimmenden Proben. Die Aktivitat

wurde nach Gleichung 2 mithilfe des

linearen Eximksabfalls berechnet. Der

Reaktionsverlauf wurde mithilfe der Software SOFTKIRro graphisch verfolgt und die
Steigung AE340nmAt) im linearen Bereich bestimmt. Die Aktivitat vdnUnit HisUMPK
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entspricht dabei der Enzymmenge, die unter Stabeddidgungen pro min 1 pmol UDP
synthetisiert (Gleichung 2).

Gleichung 2: Berechnung der volumetrischen Aktiviét

AE340 nm * X * F umol ]

U
Aktivitat —] =
tvita mL Atxexdx*x mL * min

AE/At:  Anfangssteigung der Extinktionsmessung bei 3&dm1/min

X: Testansatzvolumen [mL]

F: Verdunnungsfaktor

d: Schichtdicke [cm]

€ molarer Extinktionskoeffizient von NADH bei 340n6,2 mL*umol**cm™
X: Probenvolumen [mL]

Aktivitdtsbestimmung mittels Kapillarelektrophorese

Die CE-UV Analytik eignet sich zur Quantifizieruwgn Nukleotiden und Nukleotidzuckern.
Bei der Bestimmung der Aktivitat mittels CE-UV Agak kann die Eduktabnahme von UMP
und die Produktzunahme von UDP bei 254 nm direktolgt werden (Abbildung 28). Fur

den Aktivitatsnachweis wurde ein Reaktionsansatz 400 uL hergestellt (Tabelle 26) und
bei 30°C inkubiert. Wa&hrend der Reaktionszeit wordeu Zeitpunkten linearer

Produktbildung dem Ansatz Proben von 20 pL entnomonad anschliel3end bei 95°C fir
5 min inkubiert. Ein Einfluss der Hitzeinaktivieyinauf den Aktivitatstest konnte nicht
festgestellt werden, d.h. ein Zerfall der Nukleetighd damit eine NMP Freisetzung fand in

Kontrollexperimenten bei 95°C nicht statt.

PEP Pyruvat

UMP-Kinase

Abbildung 28: Reaktionsschema zur Bestimmung der Afivitdt von UMP-Kinasen mittels
CE-UV Analyse

Fir die Bestimmung der Aktivitdt von HiSMPK wird das entstehende UDP qualitativ und quatiti bei

254 nm bestimmt. Zusatzlich kann auch die AbnaheseEtuktes UMP verfolgt und quantifiziert werden.
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Tabelle 26: CE-UV Analyse zur Bestimmung der Aktiviat von UMP-Kinasen

Volumen [pL] Reagenz Endkonzentration
20,0 1 M Tris-HCI, pH 8,7 50,00 mM
40,0 0,2 M KClI 20,00 mM
4,0 0,2 M K;HPO4 2,00 mM
5,0 0,4 M MgCh 5,00 mM
2,0 0,1 M PEP 5,00 mM
5,0 Pyruvatkinase (1 U/uL) 5,00U
20,0 0,1 M DTT 5,00 mM
32,0 0,025 M UMP 2,00 mM
4,0 0,1 M ATP 2,00 mM
20,0 Enzym

ad 400,0 H,O

400,0 Gesamtvolumen

Nach Zentrifugation der Proben bei 13000 Upm funi6 konnte der Uberstand mithilfe der
CE-UV Analytik bei 254 nm bestimmt werden. Die Zdoung aller Peaks mit ihren
spezifischen  Migrationszeiten  erfolgte mit  kommelzi erhdltlichen  reinen

Standardsubstanzen. Die Konzentration des synégis Produktes UDP wurde mit einer
Kalibriergeraden (Peakflache/Konzentration) desn&ads UDP bestimmt. Die ermittelten
Konzentrationen des Produktes wurden fur die A#tgbestimmung nach Gleichung 3

verwendet.

Gleichung 3:  Aktivitatsberechnung der HisUMPK mittels CE-UV Analyse

cxXx*F umol ]

U
AKktivitat [—] =
tvitd mL At+xx [mL * min

Testansatzvolumen [mL]

F: Verdunnungsfaktor
At: Inkubationszeit der Probe [min]
X: Probenvolumen [mL]

Hierbei entspricht 1 Unit H&&MPK der Enzymmenge, die unter Standardbedingungen
1 pmol UDP pro min und mL bei 30°C synthetisieregdtivkontrollen enthielten kein UMP
oder kein Enzym.
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3.7.1.2 Bestimmung des pH- und Temperatur-Optimums

FUr eine optimale Reaktionsfuhrung sind die Untelnsmgen der Reaktionsparameter wie
pH-Optimum, Temperatur-Optimum und dariber hinaushadie Substratkinetiken sowie
Inhibitionsuntersuchungen unerlasslich. Fur dietiBesung des pH-Optimums wurden die
Puffersysteme Tris-HClI und HEPES-NaOH (Endkonzé¢isma 50 mM) gewdahlt und
pH-Werte im Bereich von 7,6-9,0 Uberpriift. Die Zusaensetzung der Reaktionslésungen
erfolgte wie in Tabelle 2Beschrieben. Die Uberpriifung des Temperatur-Optisnumrde
ebenfalls bei Temperaturen von 25-39°C fotometridanchgefiihrt (Kapitel 3.7.1.1). Im
Bereich der linearen Geschwindigkeit wurde fur pedpH- und Temperaturwert die
Enzymaktivitat berechnet und damit das pH- und Tenamoir-Optimum ermittelt. Zur
Bestimmung der Lagerstabilitat der KWVMPK wurde gereinigtes Enzym mit 4 mM
Saccharose oder mit 20% (V/V) Glycerin versetzt bed+4°C bzw. -20° gelagert.

3.7.1.3 Bestimmung der Substratkinetiken

Die Bestimmung des Substratumsatzes erfolgte sikehtinuierlichem Fotometertest mit
aufgereinigter HigJMPK (Kapitel 3.7.1.1). Hierbei wurden Endkonzetitaen von 0-5 mM
der Substrate UMP und ATP im Testansatz analysidértjuL der jeweilig zu testenden
Substratkonzentration wurden zusammen mit 180 pistédmix vorgelegt. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 10 pL BiBMPK gestartet. Die Konzentration des jeweils
korrespondierenden Substrates lag mit 6 mM im Uiberss vor. Die Auswertung der
gewonnenen Daten erfolgte mithilfe der Softwaren&igPlot 10.0 (SPSS Science Software
GmbH, Erkrath, Germany). Die kinetischen Daten \wuarddurch nicht lineare
Regressionsanalyse der experimentellen Daten bastiBei den vorliegenden hyperbolen
Kurvenverlaufen wurden die kinetischen KonstantgnuKkd Vinax mit der Michaelis-Menten-
Gleichung bestimmt (Gleichung 4). Beim hyperboleth/erlauf der Zeit-Umsatz-Kurve ist
die Reaktionsgeschwindigkeit im Bereich kleiner @tas idealerweise linear. Daher sollte

der Umsatz nicht gro3er als 10% sein.
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Gleichung 4:  Michaelis-Menten-Gleichung

vmax * S
K, +S
S: Substratkonzentration [mM]
V: Reaktionsgeschwindigkeit [U/mg]

Vmax  Mmaximale Reaktionsgeschwindigkeit [U/mg]

3.7.1.4 Inhibitionsuntersuchung

Das im EMS (Modul A + Modul B + Modul C) entstehenBndprodukt UDP-GICA und die
Zwischenprodukte UDP und UDP-GIc kodnnen einen HsHl auf die Aktivitat der

HissUMPK  zeigen. Daher wurden in den kontinuierlichen otdfmetertest

Produktkonzentrationen von 0-5 mM UDP-Glc und UDIEAG eingesetzt und die
Enzymaktivitaten bestimmt. Die Auswertung der ekpentellen Daten erfolgte nach
Kapitel 3.7.1.1. Die Produktinhibition fir UDP miKonzentrationen von 0-5 mM wurde
mittels CE-UV Analyse untersucht. Hier wurde fUe &rmittlung der Aktivitat (Gleichung 3)
die Konzentrationsabnahme des Eduktes UMP heraggezd-ur die Untersuchung der
Produktinhibition durch ADP wurde ebenfalls die OF-Analytik verwendet.

3.7.1.5 Untersuchung des Substratspektrums

Zur Bestimmung des Substratspektrums wurden diestgatb UMP, dTMP, CMP, AMP,
dUMP und GMP in der Endkonzentration von 5 mM esgejet. Die Enzymaktivitat wurde
mit dem kontinuierlichen Fotometertest bestimmtbeidiber 6 h in Intervallen von 2 min die
Extinktion von NADH gemessen und das Integral deit-Dmsatz-Kurve bestimmt wurde.
Die Berechnung der relativen Aktivitat erfolgte haGleichung 5. Wasser diente als
Kontrolle fur den nicht-enzymatischen Zerfall vobB. Die Aktivitat fur das Substrat UMP

wurde mit 100% bewertet.

Gleichung 5:  Berechnung der relativen Aktivitat fir das Substratspektrum

Fliche — Flache
Relative Aktivitit[%] = Wasseransatz Alzeptor 4 100%

Fliche Wasseransatz ~— Fliche natiirliches Substrat
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3.7.2 Biochemische Charakterisierung der His  UGDH und der
HisgKFID

3.7.2.1 Bestimmung der Aktivitat von UDP-Glukose-De  hydrogenasen

Aktivitatsbestimmung mittels Fotometer

Die Aktivitdt der Dehydrogenasen kann mit dem kautrlichen Fotometertest bestimmt
werden. Bei der Bestimmung der Aktivitdt des Enzymigl das durch die Enzymaktivitat
entstehende NADH + Hoei 340 nm in einer Dreifachbestimmung direkt okt (Abbildung
29). Firdie Oxidation von einem Molekiil UDP-Glc werden zWwablekille NAD" benétigt.
Die volumetrische Aktivitat wurde nach (GleichungkrechnetDabei entspricht 1 Unit der
Enzymmenge, die unter Standardbedingungen 1 um®&-GRA pro min und mL bei 30°C
synthetisiert. Negativkontrollen ohne Kosubstragrd@nzym wurden ebenfalls getestet.

UDP-Glukose
Dehydrogenase

UDP-Glc + 2 NAD* +H,0 === UDP-GIcA +2 NADH +2H*

Abbildung 29: Reaktionsschema zur Bestimmung der Afkvitat von UDP-Glukose-Dehydrogenasen
mittels Fotometer

Fur die Bestimmung der Aktivitat der UDP-GlukoseRpdrogenasen wird die Zunahme von NADH +l¢i

340 nm fotometrisch verfolgt. Die ZusammensetzuagRtoben erfolgte nach dem Pipettierschema degllEab

27. Die Zunahme der Extinktion bei 340 nm ist dabeiportional zum gebildeten NADH + "H Die

volumetrische Aktivitat wurde nach (Gleichung 2ydshnet.

Tabelle 27: Fotometertest zur Bestimmung der Aktiviéit von UDP-Glukose-Dehydrogenasen
Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
100,0 100 mM Tris-HCI, pH 8,7 50,00 mM

20,0 30 mM NAD 3,00 mM

10,0 100 mM DTT 5,00 mM

20,0 20 mM UDP-Glc 2,00 mM

50,0 Enzym

200,0 Gesamtvolumen
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Aktivitatsbestimmung mittels CE-UV Analyse

Bei der Bestimmung der Aktivitat mittels CE-UV Agak kann die Eduktabnahme von
UDP-GIc und die Produktzunahme von UDP-GIcA direktfolgt werden (Abbildung 29).
Die Probenvorbereitung erfolgte natabelle 28.

Tabelle 28: CE-UV Analyse zur Bestimmung der Aktiviat von UDP-Glukose-Dehydrogenasen

Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
200,0 100 mM Tris-HCI, pH 8,7 50,00 mM

40,0 30 mM NAD 3,00 mM

20,0 100 mM DTT 5,00 mM

40,0 20 mM UDP-Glc 2,00 mM

100,0 Enzym

400,0 Gesamtvolumen

Die Reaktionsansatze wurden bei 30°C inkubierto@afach Zugabe des Enzyms sowie zu
Zeitpunkten linearer Produktbildung wurden dem An$xroben von 20 pL entnommen. Die
enzymatische Reaktion der Probe wurde bei 95°G finin gestoppt. Die Konzentration von
UDP-GIcA wurde mit einer Kalibriergeraden (Peakfiéti<onzentration) kommerziell
verfiugbarer UDP-GIcA bestimmt. Die ermittelten Kengrationen des Produktes wurden flr
die Aktivitatsbestimmung nach Gleichung 3 verwendet

3.7.2.2 Bestimmung des pH- und Temperatur-Optimums und der

Lagerstabilitat

Fur die Bestimmung des pH-Optimums wurden die Psyeme Tris-HCl und HEPES-
NaOH (Endkonzentration: 50 mM) gewahlt und pH-WemeBereich von 7,2-9,0 Uberprift.
Die Zusammensetzung der Reaktionslosungen erfalgth Tabelle 27. Zur Ermittlung des
Temperatur-Optimums wurde die Aktivitat bei ernitten optimalem pH-Wert im Bereich
von 25-39°C ebenfalls fotometrisch bestimmt. ZurstBemung der Lagerstabilitat der
HissUGDH bzw. HigKFID wurde gereinigtes Enzym ohne und mit 20% (V/8lycerin
versetzt und bei +4°C bzw. -20°C gelagert. UbeeriZeitraum von 17 Tagen wurde die
Enzymaktivitat Uber den kontinuierlichen Fotomedsttbestimmt. Die zu verschiedenen
Zeitpunkten entnommenen Enzymproben wurden hirgibhthrer Enzymaktivitat mittels

Fotometertest (Tabelle 27) untersucht.
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3.7.2.3 Bestimmung der Enzymstabilitat unter Synthe  sebedingungen

Fur die Untersuchung der Enzymstabilitat wurdegiaeinigte Enzym bei 30°C fir 8 Tage in
einem Thermoheizblock (HBT 130, HLC Biotech) inkefbj zu verschiedenen Zeitpunkten
Enzymproben entnommen und die Enzymaktivitat fig Anfangsgeschwindigkeit mittels
Fotometertest nach Kapitel 3.7.2.1 bestimmt. Die Ibiartszeit und der

Inaktivierungskoeffizient wurden nach Arrheniustiramt (Gleichung 6).

Gleichung 6:  Bestimmung der relativen Aktivitat nach Arrhenius

A, = Ay xe it

t: Zeit [min]
k: Inaktivierungskoeffizient
A: relative Aktivitat [%]

3.7.2.4 Bestimmung der Substratkinetiken

Die Aufnahme der Kinetik fir die Substrate UDP-Qind NAD" wurde jeweils in
Konzentrationen von 0-5 mM mittels Fotometer getediuch hier wurden zuerst 10 pL des
zu testenden Substrates und 140 pL des Mastermieblegt und die Reaktion durch Zugabe
von 50 pL des aufgereinigten Enzyms gestartet. Bienzentration des jeweils
korrespondierenden Substrates lag mit 6 mM im Uiberss vor. Die Auswertung der
kinetischen Daten erfolgte mithilfe der SoftwargyrBa Plot 10.0 (SPSS GmbH Software,
Germany) durch Verwendung der Michaelis-Menten-¢leng (Gleichung 4).
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3.7.2.5 Inhibitionsuntersuchung

Die Inhibitionsversuche sollten den Effekt des ifME entstehenden Zwischenproduktes
UDP und der Produktinhibition durch UDP-GIcA aué diktivitat der beiden rekombinanten
Dehydrogenasen verdeutlichen. Daher wurden in dentiduierlichen Fotometertest
Produktkonzentrationen von 0-5 mM der genannten sBaie eingesetzt und die
Enzymaktivitdten bestimmt. Hierfir wurden 10 puL aestestenden Substrates und 140 pL
des Mastermix in eine Mikrotiterplatte vorgelegtieDReaktion wurde durch Zugabe von
50 uL Enzym gestartet. Die Auswertung der experigilen Daten erfolgte nach
Gleichung 2.

3.7.3 Biochemische Charakterisierung der His  gcatGICAT-P und
HisgcatGICAT-S

3.7.3.1 Aktivitatsbestimmung von UDP-Glukuronyltran sferasen

Aktivitatsbestimmung mittels Fotometer

Die Aktivitat der Transferasen kann indirekt UbereeEnzymkaskade im Fotometer bestimmt
und die Abnahme von NADH +Hoei 340 nm in einer Dreifachbestimmung verfolgtates
(Abbildung 30). Als Donorsubstrat diente UDP-Glc#ls Akzeptorsubstrat Typ 2 LacNAc
fir HisscatGICAT-P und zusatzlich Typ 1 LacNAc fir katGICAT-S. Das bei dieser
Reaktion freiwerdende UDP wird durch die Pyruvadkie (PK) zu UTP phosphoryliert. Das
freiwerdende Pyruvat wird in Anwesenheit von NADH H® mithilfe der Laktat-
Dehydrogenase (LDH) zu Laktat reduziert, als Oxadeprodukt entsteht NAD Die
Aktivitatsberechnung erfolgt mithilfe der Gleichun@. Dabei entspricht 1 Unit
HisscatGICAT-P bzw. HiscatGICAT-S der Enzymmenge, die unter Standardbedigen

1 pumol Typ 2 GlcA-LacNAc oder Typ 1 GlcA-LacNAc prmin und mL bei 37°C

synthetisiert.
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Glukuronyl-
transferase

UDPGICA + LacNAC s UDP + GlcA-LacNAc

Pyruvat-
kinase

UDP + PEP — UTP + Pyruvat

Laktat-
dehydrogenase

Pyruvat + NADH +H* Laktat + NAD*

Abbildung 30: Reaktionsschema zur Bestimmung der Afvitdit von UDP-Glukuronyltransferasen
mittels Fotometer

Die Glukuronyltransferasen transferieren UDP-Glef @den Akzeptor LacNAc unter Freisetzung von UDRsD

dabei freigesetzte UDP wird zu UTP in Anwesenheit YEP durch die Pyruvatkinase phosphoryliert. 8as

dieser Reaktion entstehende Pyruvat wird durch_dig¢at-Dehydrogenase zu Laktat umgesetzt. Dabei kid

Abnahme von NADH + Hbei 340 nm verfolgt werden.

In eine Mikrotiterplatte wurden 100 pL Enzymlosumgrgelegt und die Enzymkaskade
unmittelbar nach Zugabe von 150 pL Mastermix (Tlab2D) gestartet. Negativkontrollen
ohne Akzeptorsubstrat oder Enzym wurden ebenfatisstet.

Tabelle 29: Fotometertest zur Bestimmung der Aktiitat von UDP-Glukuronyltransferasen
Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
50,0 0,25 M HEPES NaOH, pH 6,5 50,00 mM

50 1,0 M KCI 20,00 mM

2,5 0,2 M K;HPO4 2,00 mM

1,0 1,0 M MgCh 4,00 mM

6,25 0.04 M PEP 1,00 mM

6,25 0,01 M NADH 0,25 mM

50 Pyruvatkinase (1 U/uL) 5,00 U

50 Laktat-Dehydrogenase (1 U/uL) 5,00U

12,5 0,1 MDTT 5,00 mM

25,0 0,02 M UDP-GIcA 2,00 mM

50 0,1 M LacNAc (Typ 1 oder Typ2) 2,00 mM

50 0,1 M MnC}, 2,00 mM

100,0 Enzym

ad 250,0 H.O

250,0

Gesamtvolumen
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Aktivitatsbestimmung mittels CE-UV Analyse

Die CE-UV Analytik ermoglicht die Quantifizierunged Nukleotidzuckers UDP-GICA und
des freiwerdenden Nukleotids UDP (Abbildung 31)e roben wurden nach Tabelle 30
vorbereitet und bei 37°C inkubiert.

Glukuronyl-
transferase

UDPGIcA + LacNAc —p-  UDP + GlcA-LacNAc

Abbildung 31: Reaktionsschema zur Bestimmung der Afvitdit von UDP-Glukuronyltransferasen
mittels CE-UV Analyse

Fur die Bestimmung der Aktivitdt von HeatGICAT-P und HigatGIcAT-S wird das freiwerdende UDP

qualitativ und quantitativ bei 254 nm bestimmt. &izéich kann auch die Abnahme des Eduktes UDP-GIcA

verfolgt und quantifiziert werden.

Tabelle 30: CE-UV Analyse zur Bestimmung der Aktiviat von UDP-Glukuronyltransferasen
Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
50,0 0,25 M HEPES NaOH, pH 6,5 50,00 mM

5,0 0,5MDTT 5,00 mM

10,0 0,1 M MnC}, 2,00 mM

50,0 0,02 M UDP-GIcA 2,00 mM

10,0 0,1 M LacNAc (Typ 1 oder Typ 2) 2,00 mM

200,0 Enzym

ad 500,0 H,O

500,0 Gesamtvolumen

Zur Bestimmung der Aktivitat wurden dem zu untelgra@en Ansatz zu unterschiedlichen
Zeitpunkten Proben von 20 pL entnommen. Nach Inkobabei 95°C fir 5 min und
Zentrifugation der Proben bei 13000 Upm fiir 10 wamnte der Uberstand mit der CE-UV
Methode bei 254 nm analysiert werden. Zuséatzlichfolgien Messungen von
Negativkontrollen ohne Akzeptorsubstrat oder ohnezyi. Die Quantifizierung der
Substrate  UDP-GICA und des Nukleotids UDP wurde d&giimht durch Einsetzen
entsprechender Kalibriergeraden. Die volumetriscitivitat wurde durch die
Quantifizierung von UDP nach Gleichung 3 bestimbebei ist die Konzentration an UDP

proportional zur transferierten Glukuronsaure.
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3.7.3.2 Bestimmung der Enzymstabilitat unter Synthe  sebedingungen

Fur die Untersuchung der Enzymstabilitat wurdegiaeinigte Enzym bei 30°C fir 8 Tage in
einem Thermoheizblock (HBT 130, HLC Biotech) inkeMbj zu verschiedenen Zeitpunkten
Enzymproben entnommen und die Enzymaktivitat fig Anfangsgeschwindigkeit mittels
Fotometertest nach Kapitel 3.7.3.1 bestimmt. Die Ibiartszeit und der

Inaktivierungskoeffizient wurden nach Arrheniustiramt (Gleichung 6).

3.7.3.3 Bestimmung des pH- und Temperatur-Optimums und der
Lagerstabilitat

Zur Bestimmung des optimalen pH-Wertes wurde dietivifit des Enzyms Uber ein
pH-Spektrum von pH 4,0-9,0 fotometrisch getesteter#i wurden die Puffersysteme
MES-NaOH (pH 4,0-6,0), HEPES-NaOH (pH 5,5-8,0) dmi$-HCI (pH 7,0-9,0) verwendet,
die in einer 50 mM Endkonzentration in die Reaktiésung (Tabelle 29) eingesetzt wurden.
Um den Einfluss der Temperatur auf die Enzymaldtvitu bestimmen, wurde in einzelnen
Versuchsansétzen die Temperatur im Bereich vonS2C-4ariiert und die Aktivitat analog
Kapitel 3.7.3.1 fotometrisch bestimmt. Die Uberpiify der Lagerstabilitit des Enzyms
erfolgte durch Lagerung des Enzyms bei 4°C und G20bf Zeitraum von 70 Tagen. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wurde eine entspmratiaiquotierte Enzymprobe entnommen
und nach Kapitel 3.7.3.1 untersucht.

3.7.3.4 Einfluss von divalenten Kationen auf die Tr  ansferaseaktivitat

Fur die Aktivitat der HisgcatGICAT-P, die eine GTA-Struktur aufweist, ist ddawesenheit

von divalenten Kationen essentiell. Hierzu wurde Henfluss verschiedener Metallionen
(NiCl;, MnCl,, CaC}h, MgSQ, und CoC}) in einer Konzentration von 2 mM auf die
Enzymaktivitat unter Verwendung des Fotometerteftegpitel 3.7.3.1) untersucht. Ebenso

wurde ein Reaktionsansatz ohne Metallion (Wassét gtetallion) gemessen.
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3.7.3.5 Einfluss von alkalischer Phosphatase auf di e Transferaseaktivitat

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Aktivit@r @lykosyltransferasen durch das in der
Transferreaktion freiwerdende Nukleotid gehemmuwignverzaget al. 1990). Der Einfluss
von alkalischer Phosphatase auf die Transferraakéibsomit ein wichtiger Faktor. Daher
wurde dem Ansatz zur Bestimmung der Enzymaktivabalische Phosphatase in einer
Endkonzentration von 1 U zugefugt und die Enzymvatkiti mit der CE-UV Analyse nach
Kapitel 3.7.3.1 gemessen.

3.7.3.6 Bestimmung der Substratkinetiken

Die Aufnahme der Substratkinetik erfolgte mittelsonkinuierlichem Fotometertest
(Kapitel 3.7.3.1). Die Substrate UDP-GIcA, LacNAmikert-Boc und Typ 2 LacNAc
wurden in Konzentrationen von 0-5 mM untersucht. e DiKonzentration des
korrespondierenden Substrates lag mit 6 mM im Wberss vor. Bei der Durchfiihrung des
Versuches wurden 12,5 puL des zu testenden Sulsstagammen mit 100 pL des Enzyms
vorgelegt. Vom Mastermix wurden unmittelbar vor déessung 137,5 pL zugegeben. Nach
Berechnung der volumetrischen Aktivitat erfolgtee dhuswertung der kinetischen Daten
unter Verwendung der Software SigmaPlot 10.0 (SB&8vare GmbH, Erkrath, Germany)
und der Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung 4).

3.7.3.7 Untersuchung des Akzeptorsubstratspektrums

Zur Untersuchung des Substratspektrums wurden diestéate nach Tabelle 31 in den
Fotometertest eingesetzt (Kapitel 3.7.3.1). Dafurden 25 pL der entsprechenden Substanz
in einer Endkonzentration von 2 mM zusammen mit fQEnzym vorgelegt und direkt vor
der Messung mit 125 pL Mastermix versetzt. Die tredaAktivitat bei der Reaktion von
2mM Typ 2 LacNAc wurdanmit 100% bewertet. Wasser wurde als Kontrollwernt dién
nicht-enzymatischen Zerfall von NADH + Hhitgefiihrt. Nach Beenden der Messung konnte
die relative Aktivitat mit den untersuchten Subnabestimmt werden.
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Tabelle 31: Akzeptorsubstrate der HigcatGIcAT-P

Substratbezeichnung Substrat

1 D-Gal

2 Gal(B1-4)Glc

3 Gal(31-4)Glc@1-Octyl

4 Gal(p1-4)GIcNAc

52 Gal(B1-4)GIcNAc Azl

6° Gal(31-4)GIcNAc@1-Linker+-Boc

7° Gal(B1-4)GIcNAcB1-3)Gal@1-4)GIcNAcB1-Linkert-Boc
8 Gal(B1-3)GIcNAc

9 Gal(31-4)Fru

10 Gal(1-6)Glc@l-2)Fru

&siehe Adamialet al und Anderst al fiur die Synthese des Substrates (An@¢ia. 2011,
Adamiaket al.2012)
® siehe Reclet al (Rechet al.2011) fir die Synthese des Substrates

3.7.3.8 Inhibitionsuntersuchungen

Um den Einfluss von Saccharose und UDP-Glc auf Eheymaktivitat zu untersuchen,
wurden Konzentrationen von 0-5 mM UDP-Glc und 300 ®accharose dem Fotometertest
zugesetzt (Kapitel 3.7.3.1) und die Enzymaktivitdbestimmt. Ein Testansatz ohne Additiv
diente als Vergleich, die hierfur ermittelte Akt&i wurde mit 100% bewertet. Die

Auswertung der experimentellen Daten erfolgte nakdichung 2.
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3.7.4  Bestimmung der Enzymaktiviat der SuSy1l

Kontinuierlicher Fotometertest nach Barrat et al.

Barrat et al. entwickelten einen kontinuierlichen Fotometertestr Bestimmung der
Spaltaktivitat (Barrattet al. 2001) der Saccharose Synthase. Bei der Bestimnuamng
Spaltaktivitdt des Enzyms wird die durch die Su3xtivitdt entstehende Fruktose mithilfe
von 3 weiteren Hilfsenzymen nachgewiesen (Abbild@ay Dabei entspricht 1 Unit SuSyl
genau der Enzymmenge, die unter Standardbedingumge80°C 1 pumol Fruktose pro min
und mL synthetisiert.

Saccharose
Synth
Saccharose + UDP &» UDP-Glukose + Fruktose

Hexokinase

Fruktose + ATP —p  Fruktose-6-P + ADP
!’hosphoglukose-
Fruktose-6-P e o Glukose-6-P

Glukose-6-P-
Glcukose-6-P + NAD* M 6-P-Glukonat + NADH +H*

Abbildung 32: Reaktionsschema zur Bestimmung der Sgtaktivitdt der SuSyl nach Barrat et al.
(Barratt etal. 2001)

Die bei der Spaltaktivitit von SuSyl entstehendeauktese wird mithilfe der Hexokinase, der

Phosphoglukoseisomerase und der Glukose-6-PhoB@gtdrogenase kontinuierlich umgesetzt. Gemessen

wird die Extinktionszunahme von NADH +*Hbei 340 nm. Mithilfe der Anfangssteigung wurde Aietivitat

bestimmt (Gleichung 2Dabei entspricht 1 Unit SuSyl genau der Enzymmedigainter Standardbedingungen

1 pumol Fruktose pro min und mL synthetisiert.

Zunachst wurden 150 pL Mastermix (Tabelle 32) ia Miikrotiterplatten vorgelegt und die
Reaktion mit Zugabe der zu untersuchenden Prolartgts Die Aktivitat wird mithilfe der

Anfangssteigung nach Gleichung 2 bestimmt.
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Tabelle 32: Fotometertest zur Bestimmung der Spal&ktivitat der SuSyl
Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
12,5 1 M HEPES NaOH, pH 7,6 50,00 mM
25,0 10 mM MgC} 1,00 mM
25,0 5 mM ATP 0,50 mM
25,0 5 mM NAD 0,50 mM
1,25 Hexokinase (1,2 U/uL) 1,90 U
1,25 Glukose-6-P-Dehydrogenase (1 U/mL) 125U
1,3 Phosphoglukoseisomerase (0,7 U/mL) 0,90 U
31,25 2 M Saccharose 250,00 mM
12,5 20 mM UDP 1,00 mM
100,0 Enzym

ad 250,0 H,O

250,0 Gesamtvolumen

Aktivitatsbestimmung der SuSy1 mittels CE-UV Analy®

Die CE-UV Analytik ermdglicht die Quantifizierunged Substrate UDP und UDP-Glc bei
254 nm (Abbildung 33). Die Reaktionsansétze (Tab@l) wurden bei 30°C inkubiert. Sofort
nach Zugabe des Enzyms sowie zu Zeitpunkten linéaeduktbildung wurden dem Ansatz
Proben von 20 pL entnommen und bei 95°C fir 5 mmkubiert. Der Zerfall des

Nukleotidzuckers nach Inkubation bei 95°C konnt&antrollexperimenten nicht festgestellt
werden. Die Quantifizierung von UDP-Glc wurde minhex Standard Kalibriergeraden
(Peakflache/Konzentration) kommerziell verfigbatébP-Glc bestimmt. Die ermittelten

Konzentrationen des Produktes wurden fir die A#dtgbestimmung nach Gleichung 3
verwendet. Dabei entspricht 1 Unit SuSyl genau d8rzymmenge, die unter

Standardbedingungen bei 30°C 1 pmol UDP-Glc proumithmL synthetisiert.

Saccharose
Synthase
Saccharose + UDP =g UDP-Glukose + Fruktose

Abbildung 33: Reaktionsschema zur Bestimmung der Spt-Aktivitat der SuSy1 mittels CE-UV Analyse
Die Bestimmung der Aktivitdt mittels CE-UV Analysermdglicht die Quantifizierung der entstehenden
UDP-GIc bei 254 nm. Dartber hinaus kann die AbnakoreUDP direkt verfolgt werden.
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Tabelle 33: CE-UV Analyse zur Bestimmung der Spal&ktivitat der SuSy1

Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
125,0 1 M HEPES Puffer, pH 7,6 50,00 mM

62,5 2 M Saccharose 250,00 mM

25,0 0,02 M UDP 1,00 mM

37,5 H,O

250,0 Enzym

500,0 Gesamtvolumen

3.7.5 Bestimmung der Enzymaktivitat der His sNOX

Die Ermittlung der Aktivitat der H@¥NOX Uber CE-UV Analyse stellt eine sehr sichere
Methode dar. Hier kann die Eduktabnahme und Pradukihme qualitativ und quantitativ
bestimmt werden (Abbildung 34). Die fotometrischesBmmung ist wegen der Hydrolyse
von NADH sehr storanfallig und fuhrt daher oft zrf@dlschten Werten.

2 NADH +2H+ + 02 NADH-Oxidase 2 NAD+ +H20

Abbildung 34: Reaktionsschema zur Bestimmung der Ativitat der His gjNOX mittels CE-UV Analyse
Die Bestimmung der Aktivitat mittels CE-UV Analysemoglicht die Quantifizierung des Oxidationsproteisk
NAD" bei 254 nm. Dariiber hinaus kann die Abnahme voDNAlirekt verfolgt werden.

Die Proben wurden nach Tabelle 84sammengesetzt und bei 30°C im Heizblock inkubiert
Im Bereich der linearen Produktbildung wurden Pro{#9 puL) entnommen und bei 95°C fur
5 min inkubiert. Nach Zentrifugation wurden die BPea mittels CE-UV Analyse untersucht.
Dabei entspricht 1 Unit H§BIOX genau der Enzymmenge, die unter Standardbexdgeyu
bei 30°C 1 pmol NAD pro min und mL synthetisiert.

Tabelle 34: CE-UV Analyse zur Bestimmung der Aktiviat der HisgNOX

Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
3,0 0,1 M NADH 1,00 mM

287,0 50 mM KPi, pH 6,5 48,07 mM

10,0 Enzym

300,0 Gesamtvolumen




86 Material und Methoden

3.8 Bereitstellung von Enzymen ftr die Enzym-Module zur

Synthese des Glykanepitops 2" -Fukosyllaktose

3.8.1  Biochemische Charakterisierung der His  ¢PropWhbgL

3.8.1.1 Bestimmung der Enzymaktivitdt von  al,2-Fukosyltransferasen

Kontinuierlicher Fotometertest nach Barrat et al.

Der kontinuierliche Fotometeraktivitatstest wuraagi3 der Methode von Baredtal.
(Barrattet al.2001) durchgefuhrt. Hierbei findet das Pyruvatkelaaktat-Dehydrogenase

System zur Detektion von freigesetztem GDP Anwegdun

GDP-B-L-Fukose + Laktose — GDP + 2’-Fukosyllaktose

Pyruvat-
kinase

GDP + PEP g GTP + Pyruvat

Laktat-
dehydrogenase

Pyruvat + NADH + H* —p | aktat + NAD*

Abbildung 35: Reaktionsschema zur Bestimmung der Afivitdt von al,2-FucTs nach Barrat et al.
(Barratt et al. 2001)

Fur die Bestimmung der Syntheseaktivitdit ved,2-FucTs nach Barrat wird das entstehende GDP

nachgewiesen. Dieses wird durch die Pyruvatkinasgemwumgesetzt. Dabei wird der Umsatz von GDP dlixer

Abnahme von NADH + Hbei 340 nm kontinuierlich im Fotometer verfolgt.

Die Abnahme der Extinktion von NADH + ‘Hbei 340 nm ist dabei proportional zur
Konzentration des gebildeten GDP des ersten Rewsibrittes. Als Referenzwert diente
eine Probe ohne Enzym, um die Hydrolyse von NADH™in wassrigen Pufferlésungen zu
analysieren. Um dartuber hinaus weitere Nebenaktent auszuschliel3en, enthielten
Kontrollansétze kein Donorsubstrat GDP-Fuc. Die iitdt von 1 Unit HigPropWbgL

entspricht dabei der Enzymmenge, die unter Stabddidgungen pro min 1 pmol GDP
synthetisiert. Die zu bestimmenden Proben wurdeh n@m Pipettierschema der Tabelle 35

vorbereitet.
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Tabelle 35: Fotometertest zur Bestimmung der Aktividt von al,2-FucTs
Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
12,5 1 M Tris-HCI, pH 7,6 50,00 MM
25,0 0,2 M KCI 20,00 mM
2,5 0,2 M K;HPO4 2,00 mM
2,5 0,1 M PEP 1,00 mM
25,0 2,5 mM NADH + H 0,25 mM
50 Pyruvatkinase (1 U/mL) 5,00U

50 Laktat-Dehydrogenase(1 U/mL) 5,00 U

25 0,1MDTT 1,00 mM
12,5 40 mM GDP-Fuc 2,00 mM
12,5 0,1 M Laktose 5,00 mM
50 0,1 M MnC}, 2,00 mM
40,0 H,O 5,00 mM
100,0 Enzym

250,0 Gesamtvolumen

Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 100 uL Emrgbe bei 27°C gestartet. Die
Aktivitatsberechnung erfolgte ebenfalls nach Glemp 2 mithilfe des linearen
Extinktionsabfalls.

Aktivitatsbestimmung mittels HPAEC-PAD Analyse

Der diskontinuierliche Aktivitatstest wurde (Abhiidg 36) mithilfe der HPAEC-PAD
Analyse (high performance anion-exchange chromapdgr-pulsed amperometric detection)
zur Detektion der Produkte Laktose und 2°-FL duettigrt (Kapitel 3.12.6).

GDP-B-L-Fukose + Laktose —— 2’-Fukosyllaktose+ GDP

Abbildung 36: Reaktionsschema zur Bestimmung der Aktivitat von al,2-FucTs mittels
HPAEC-PAD Analyse

Der diskontinuierliche Aktivitatstest wurde mitldlfder HPAEC-PAD Analyse (high performance anion-

exchange chromatography - pulsed amperometric tife@¢czur Detektion der Produkteaktose und 2°-FL

durchgefuhrt.

Die Testansatze wurden gemald Tabelle 36 zusamnetmggeBurch Zugabe von 175 pL

Enzymprobe wurden die Reaktionen gestartet undeveit bei 27°C Uber einen Zeitraum
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von 0-18 h inkubiert. Zu Zeitpunkten der linearenodiktbildung wurden aus dem
Reaktionsansatz Proben (50 pL) entnommen, durdtzEnhbei 95° C fur 5 min gestoppt und
fur 10 min bei 10000 Upm zentrifugiert. Die Konzetion des generierten Trisaccharids
2-FL und des Disaccharids Laktose wurde mit eindgfalibriergeraden
(Peakflache/Konzentration) kommerziell erhaltlicRér-L und Laktose bestimmt. Die dabei
ermittelten Konzentrationen von 2"-FL wurden fie diktivitatsbestimmung nach Gleichung
3 verwendet. Hierbei entspricht 1 Unit ksopWbgL der Enzymmenge, die unter
Standardbedingungen 1 pmol 2°-FL pro min und mL B&°C synthetisiert.
Negativkontrollen enthielten kein Donorsubstrat Buc) oder kein EnzynZusatzlich zum
Nachweis des gebildeten Trisaccharids erfolgte eguaitative Bewertung mittels CE-UV

Analyse zwecks Freisetzung von GDP aus dem DonstsilisDP-Fuc.

Tabelle 36: HPAEC-PAD Analyse zur Bestimmung der Akvitat von al,2-FucTs

Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
35,0 1 M Tris-HCI, pH 7,6 50,00 mM

35,0 100 mM Laktose (Akzeptor) 5,00 mM

35,0 40 mM GDP-Fuc 2,00 mM

2,0 1 U/uL alkalische Phosphatase 1,00 U

7,0 100 mM DTT 1,00 mM

14,0 100 mM MnQ 2,00 mM

222,0 H,O

350,0 Enzym

700,0 Gesamtvolumen
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3.8.1.2 Bestimmung des pH- und Temperatur-Optimums

Fur die Bestimmung des pH-Optimums wurde das Payem Tris-HCI (Endkonzentration:
50 mM) gewahlt und pH-Werte im Bereich von pH 6,8-&ittels HPAEC-PAD Analyse
Uberprift (Kapitel 3.8.1.1). Die Zusammensetzung Reaktionslosungen erfolgte wie in
Tabelle 36beschrieben. Dabei wurden die Proben bei 27°C fir thkubiert. Fur die
Uberprifung des Temperatur-Optimums wurden Probeifeémperaturbereich von 25-37°C
in einem Thermoheizblock (HBT 130, HLC Biotech) ufkert und analysiert
(Kapitel 3.8.1.1). Im Bereich der linearen Reaksigeschwindigkeit wurde flir jeden pH- und
Temperaturwert die Enzymaktivitat berechnet und itlaies pH- und Temperatur-Optimum

fur HissPropWhbgL nach Gleichung 3 festgestellt.

3.8.1.3 Bestimmung der Enzymstabilitat unter Synthe  sebedingungen

Fur die Untersuchung der Enzymstabilitat wurdegiaginigte Enzym bei 27°C fir 8 Tage in
einem Thermoheizblock (HBT 130, HLC Biotech) inkeMbj zu verschiedenen Zeitpunkten
Enzymproben entnommen und die Enzymaktivitat fig Anfangsgeschwindigkeit mittels
HPAEC-PAD Analyse nach Kapitel 3.8.1.1 bestimmt.e DHalbwertszeit und der

Inaktivierungskoeffizient wurden nach Arrheniustiramt (Gleichung 6).

3.8.1.4 Bestimmung der Metallionenabhanigkeit fir d  ie Transferreaktion

Der Zusatz von MnG] CaC}h, MgCl, und CoC} (Endkonzentration: 2 mM) zur

Standardzusammensetzung des Aktivitatstestes (€aB6) erlaubte die Uberprifung der
Metallionenabhangigkeit von HBropWbgL fir die Transferreaktion. Eine Probe ohne
Zusatz divalenter Kationen wurde ebenfalls mitgefihlle Proben wurden wie zuvor bei der

Bestimmung des pH-Optimums beschrieben analysietausgewertet.

3.8.1.5 Bestimmung der Substratkinetiken

Die Bestimmung der Substrataffinitat fur das Donbstrat GDP-Fuc und fur das
Akzeptorsusbtrat Laktose erfolgte mittels kontimidgbem Fotometertest nach Barrat

(Tabelle 35) in Abhangigkeit von der Substratkonwgion. Die Auswertung der
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gewonnenen Daten erfolgte mithilfe der Softwaren&igPlot 10.0 (SPSS Science Software
GmbH, Erkrath, Germany). Die kinetischen Daten wuarddurch nicht lineare
Regressionsanalyse der experimentellen Daten bastiBei den vorliegenden hyperbolen
Verlaufen der Kurven wurden die kinetischen Kongank, und Vinhax mit der Michaelis-
Menten-Gleichung bestimmt (Gleichung 4). Beim hyoéischen Verlauf der Zeit-Umsatz-
Kurve ist die Reaktionsgeschwindigkeit im Bereidbitker Umsétze idealerweise linear und
daher sollte der Umsatz nicht gréf3er als 10% deim.die Aufnahme der Laktosekinetik
wurden Endkonzentrationen im Testansatz von 0,08040nM bei einer konstanten
Konzentration von 2 mM GDP-Fuc verwendet. Fur dasndsubstrat GDP-Fuc fanden
Substratkonzentrationen von 0,02-4,00 mM bei ekmgrstanten Konzentration von 10 mM

Laktose Einsatz.

3.8.1.6 Untersuchung des Akzeptorsubstratspektrums

Das Akzeptorsubstratspektrum der rekombinantensPpWbgL wurde mithilfe eines
modifizierten Fotometerassays in Anlehnung an Bastaal (Kapitel 3.8.1.1) analysiert.
Hierzu wurde die Konzentration von NADH auf 2 mMh@hnt und anstelle von 5 mM Laktose
wurden die inTabelle 37angegebenen Substrate getestet und ihre relativevitAk zu
Laktose bestimmt (Gleichung 5). Bei ausgewéahltelns8aten (Tabelle 37: Substrat 1 und 6)
erfolgte zusatzlich die Kontrolle der Freisetzungonv Guanosin  wahrend des
Glykosyltransfers und gleichzeitig auch die Ubefpng der Abnahme des Donorsubtrates
GDP-Fuc mittels CE-UV Methode (Kapitel 3.12.4). Qiasammensetzung der Proben wurde
durchgefuhrt nach Tabelle 36. Die Identitdt von GB und des generierten Guanosins
wurde bestatigt mit kommerziell erhaltlichen Suéstn. Die Substrate 10 und 11 (Tabelle
37) wurden zusatzlich mithilfe RP-HPLC (Kapitel 3.8.2) untersucht (Readt al.2011). Bei
allen anderen in Tabelle 37 getesteten Substrateden dariiber hinaus die Entstehung eines
neuen Di- bzw. Trisaccharids tUberprift.
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Tabelle 37: Akzeptorsubstrate der HigPropwWbgL

Substratbezeichnung Substrat Analytik

1 D-Gal Fotometer, CE-UV

2 Gap-pNP Fotometer, HPAEC-PAD
3 D-GalNH, Fotometer, HPAEC-PAD
4 D-GalNAc Fotometer, HPAEC-PAD
5 Gal(31-4)Glc Fotometer, HPAEC-PAD
6 Gal@31-4)Glc(@1-Bn Fotometer, CE-UV

7 Gal(P1-4)Glc(@1-Octyl Fotometer, HPAEC-PAD
8 Gal@1-4)[Fuc@l-3)]Glc Fotometer, HPAEC-PAD
9 Gal(31-4)GIcNAc Fotometer, HPAEC-PAD
1¢° Gal(P1-4)GIcNAcB1-Linkert-Boc Fotometer, RP-HPLC
17° Ga|@1_4)GlCNACm_B)GaI@L Fotometer, RP-HPLC

4)GIcNAc(P1-Linker+-Boc

12 Gal1-3)GIcNAc Fotometer, HPAEC-PAD
13 Gal(1-4)Fru Fotometer, HPAEC-PAD
14 Gal@l1-6)Glc@l-2)Fru Fotometer, HPAEC-PAD

siehe Reclet al. (Rechet al. 2011)fiir die Synthese des Substrates

3.8.2

Bestimmung der Enzymaktivitat der His

sPropFKP

Die CE-UV Analytik ermdglicht die Quantifizierunged synthetisierten Nukleotidzuckers
GDP-Fuc. Als bifunktionales Enzym katalysiert FKPeinem ersten Schritt die Synthese von
B-L-Fuc-1-P ausgehend von den Substraten ATPLtRdC. In einem zweiten Schritt erfolgt
die Aktivierung durch GTP zu GDP-Fuc (Abbildung 3Djie Proben wurden nach Tabelle
Tabelle 38 vorbereitet und bei 37°C inkubiert. Iner&@ch der linearen Produktbildung
wurden Proben (20 pL) entnommen und bei 95°C famim inkubiert. Nach Zentrifugation
wurden die Proben mittels CE-UV Analyse untersublaibei entspricht 1 Unit HifropFKP
genau der Enzymmenge, die unter Standardbedingurge30°C 1 pmol GDP-Fuc pro min
und mL synthetisiert.
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His6PropFKP

ATP + L-Fukose =  ADP + B-L-Fukose-1-P
His6PropFKP

GTP + B-L-Fukose-1-P - GDP-B-L-Fukose +PPi

PPase

Abbildung 37: Reaktionsschema zur Bestimmung der Afivitdt der His¢PropFKP mittels
CE-UV Analyse

Fur die Bestimmung der Aktivitdt von HRropFKP wird die entstehende GDP-Fuc quantitativ2® nm

bestimmt.

Tabelle 38: CE-UV Analyse zur Bestimmung Aktivitatder HisgPropFKP

Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
17,5 1 M Tris-HCI, pH 7,6 50,00 mM

17,5 100 mM ATP 2,00 mM

35,0 20 mML-Fuc 2,00 mM

2,0 2 U/uL anorganische Pyrophosphatase 1,00 U

7,0 100 mM GTP 2,00 mM

28,0 100 mM MndQ 8,00 mM

100,0 Enzym

ad 350,0 H,O

350,0 Gesamtvolumen
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3.9 Entwicklung und Optimierung von modularen Enzym -

Kaskaden zur Synthese von UDP-GICA

3.9.1  Synthese von UDP-GIcA mit dem UGDH-Modul (Modul C)

3.9.1.1 Synthese von UDP-GIcA und in situ Regeneration von NAD * mit dem
Laktat-Dehydrogenase/Pyruvat-System

Erste Synthesen von UDP-GIcA erfolgten im analyigst Mal3stab unter Verwendung des
Laktat-Dehydrogenase/Pyruvat-Systems im Batch-Viegfa Der Syntheseansatz wurde nach
Tabelle 39 zusammengesetzt und bei 30°C im Heikldloc24 h inkubiert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurden Proben (30 pL) entnommen und9B&C fir 5 min inkubiert. Nach
Zentrifugation wurden die Proben mittels CE-UV Arsa (Kapitel 3.12.4) hinsichtlich der
Produktbildung und Eduktabnahme untersucht.

Tabelle 39: Synthese von UDP-GIcA undin situ Regeneration von NAD mithilfe des
Laktat-Dehydrogenase/Pyruvat-Systems (Modul C) im malytischen Mal3stab (1 mL)

Volumen [uL] Reagenz 'Endkonzentration
100,0 500 mM Tris-HCI, pH 8,7 50,00 mM

5,0 100 mM NAD 0,50 mM

50,0 100 mM DTT 5,00 mM

40,0 100 mM Pyruvat 4,00 mM

20,0 100 mM UDP-Glc 2,00 mM

10,0 Laktat-Dehydrogenase (1 U/uL) 10,00 U

500,0 HissUGDH 1,50 U

ad 1000,0 KO

1000,0 Gesamtvolumen
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3.9.1.2 Synthese von UDP-GIcA und in situ Regeneration von NAD * mit dem
NADH-Oxidase/O ,-System

Fur diein situ Regeneration des Kofaktors NADnit der rekombinanten HEOX dient
Sauerstoff als terminaler Wasserstoffakzeptor,ass éls Nebenprodukt@ entsteht. Fir die
Optimierung der Oxidationsreaktion von UDP-Glc eligRlich der Regeneration von NAD
wurden 3 verschiedene Konzentrationen von NA®25 mM, 0,5 mM und 1 mM NAD
verwendet. Der Syntheseansatz wurde nach Tabelleud@mmengesetzt und bei 30°C im
Heizblock fur 3 h inkubiert. Zu verschiedenen Zeitgten wurden Proben (30 L)
entnommen und bei 95°C fir 5 min inkubiert. Nachtziéugation wurden die Proben mittels
CE-UV Analyse (Kapitel 3.12.4) hinsichtlich der Buktbildung untersucht.

Tabelle 40: Syntheseoptimierung von UDP-GIcA undn situ Regeneration von NAD mithilfe des
NADH-Oxidase/O,-Systems (Modul C) im analytischen Maf3stab (1 mL)

Volumen [pL] Reagenz Endkonzentration
50,0 1000 mM Tris-HCI, pH 8,7 50,00 mM

2,5;5,0; 10,0 100 mM NAD+ 0,25;0,5; 1,0 mM
50,0 100 mM DTT 5,00 mM

50,0 HisNOX 1,50 U

30,0 100 mM UDP-Glc 3,00 mM

600,0 HisUGDH 1,00 U

ad 1000,0 H,O

1000,0 Gesamtvolumen

3.9.1.3 In vitro Synthese von UDP-GIcA mit der His sUGDH bzw. His ¢KfiD
(Modul C) im analytischen Mal3stab

Um eine schnelle effiziente Regeneration von NAfM garantieren, wurden in weiteren
Synthesestrategien eine Konzentration von 0,5 mMDNA&ewahlt. Die Zusammensetzung
des Syntheseansatzes erfolgte nach Tabelle 41 ienkhldibation der Losung bei 30°C im

Heizblock fur 3 h. Zu verschiedenen Zeitpunktendeur Proben (30 uL) entnommen und bei
95°C fur 5 min inkubiert. Nach Zentrifugation wurddie Proben mittels CE-UV Analyse

(Kapitel 3.12.4) hinsichtlich der Produktbildungtersucht.
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Tabelle 41: Synthese von UDP-GIcA undn situ Regeneration von NAD mithilfe der HisgNOX
(Modul C) im analytischen Maf3stab (1 mL)

Volumen [pL] Reagenz Endkonzentration
50,0 1000 mM Tris-HCI, pH 8,7 50,00 mM

5,0 100 mM NAD 0,50 mM

50,0 100 mM DTT 5,00 mM

50,0 HisNOX 1,50 U

50,0 100 mM UDP-Glc 5,00 mM

600,0 bzw. 780,0 HiE)GDH bzw. HigKfiD 1,00U

ad 1000,0 H,O

1000,0 Gesamtvolumen

3.9.1.4 In vitro Synthese von UDP-GIcA mit dem UGDH-Modul (Modul C)  im
semipraparativen Mal3stab

Zur Produktcharakterisierung mittetsl-NMR Spektroskopie wurde eine semipraparative
Synthese von UDP-GIcA im 10 mL Malflistab angestrébbé¢lle 42). Dabei erfolgte eine
Mal3stabsvergroferung des analytischen Ansatzes,za@r einen guten Umsatz von
UDP-GIcA gezeigt hatte. Die Proben wurden analog aealytischen Ansatzes behandelt.
Die Produktisolation erfolgte mithilfe der préapavan HILIC Methode (Kapitel 3.12.5.1). Im
Anschluss fand eine Produktcharakterisierung nsitMassenspektrometrie (Kapitel 3.12.7)
und NMR-Analyse (Kapitel 3.12.8) statt.

Tabelle 42 Synthese von UDP-GIcA undin situ Regeneration von NAD mithilfe der HisgNOX
(Modul C) im semipraparativen MaR3stab (10 mL)

Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
500,0 1000 mM Tris-HCI, pH 8,7 50,00 mM

500,0 100 mM NAD 0,50 mM

500,0 100 mM DTT 5,00 mM

500,0 HigNOX 15,00 U

500,0 100 mM UDP-Glc 5,00 mM

6000,0 HigUGDH 10,00 U

ad 10000,0 H,0

10000,0 Gesamtvolumen
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3.9.2  Ein-Topf Synthese von UDP-GIcA durch Kopplung des UGDH-
Moduls mit dem SuSy-Modul (Modul B + Modul C)

Aufgrund der unterschiedlichen pH-Optima der vermleten Enzyme wurde fur das
Puffersystem Tris-HCI ein pH-Wert von 7,8 ausgewahd des Weiteren fur den Ansatz mit
SuSyl, produziert its. cerevisiaefolgendes Enzymverhaltnis festgelegt: 0,75 U/mISyL
1,5 U/mL HigUGDH und 2,0 U HigNOX. Fir SuSy1 produziert iB. coliwurden reduzierte
Enzymmengen eingesetzt: 0,5 U/mL SuSy1, 1 U/mLWHEDH und 1,5 U HigNOX. Nach
Zusammensetzung des Syntheseansatzes (Tabellefdi@feedie Inkubation bei 30°C im
Heizblock fur 7 h. Zu verschiedenen Zeitpunktendeur Proben (30 uL) entnommen und bei
95°C fur 5 min inkubiert. Nach Zentrifugation wurddie Proben mittels CE-UV Analyse
(Kapitel 3.12.4) bezuglich der Eduktabnahme und d&ktzunahme untersucht. Zur
Produktabtrennung zwecks Massenbestimmung wurdelidi€C Methode (Kapitel 3.12.5.1)

verwendet.

Tabelle 43: Ein-Topf Synthese von UDP-GIcA durch Kpplung des UGDH-Moduls mit dem
SuSy-Modul (Modul B + Modul C) im analytischen Maf3sab (1 mL)

Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
50,0 1000 mM Tris-HCI, pH 7,8 50,00 mM

5,0 100 mM NAD 0,50 mM

50,0 100 mM DTT 5,00 mM

80,0 HisNOX 1,50 bzw. 2,00 U
150,0 2000 mM Saccharose 300,00 mM
250,0 bzw. 315,0 Hi&) GDH 1,00 bzw. 1,50 U
290,0 SuSyl 0,50 bzw. 0,75 U
10,0 100 mM UDP 1,00 mM

ad 1000,0 H,O

1000,0 Gesamtvolumen
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3.9.3 Ein-Topf Synthese von UDP-GIcA durch Kopplung des
UGDH-Moduls mit dem SuSy- und UMPK-Modul
(Modul A + Modul B + Modul C)

Auch hier wurde analog Kapitel 3.9.2 aufgrund dertetschiedlichen pH-Optima der
verwendeten Enzyme fir das Puffersystem Tris-H@IpH-Wert von 7,8 ausgewahlt und
folgendes Enzymverhaltnis festgelegt: 2 U/mL MBIPK, 1 U/mL SuSyl, 2 U/mL
HissUGDH und 2,5 U HisNOX/mL. Um die Regeneration von ATP sicherzustelaurde
die Pyruvatkinase (pH-Optimum: pH 6,0) mit 10 U/mihd ebenfalls das Substrat PEP mit
6,00 mM im Uberschuss zugegeben. Als Startkonziémten fir den Phosphatdonor ATP
wurden Konzentrationen von 0,2 mM ATP, 0,5 mM ATRJIUW mM ATP festgelegt. Nach
Zusammensetzung des Syntheseansatzes (Tabellefdgjteedie Inkubation bei 30°C im
Heizblock fur 7 h. Zu verschiedenen Zeitpunktendeur Proben (30 uL) entnommen und bei
95°C fur 5 min inkubiert. Nach Zentrifugation wurddie Proben mittels CE-UV Analyse
(Kapitel) bezuglich der Eduktabnahme und Produkdbome untersucht. Zur
Produktabtrennung zwecks Massenbestimmung wurdelidi€C Methode (Kapitel 3.12.5.1)

verwendet.
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Tabelle 44: Ein-Topf Synthese von UDP-GIcA durch Kpplung des UGDH-Moduls mit dem
SuSy- und UMPK-Modul (Modul A + Modul B + Modul C) im analytischen MaR3stab

(1 mL)
Volumen [pL] Reagenz Endkonzentration
25,0 2000 mM Tris-HCI, 50 mM 50,00 mM
KCI, 50 mM MgCh, pH 7,8
50 100 mM NAD 0,50 mM
50,0 100 mM DTT 5,00 mM
50,0 HigNOX 250U
150,0 2000 mM Saccharose 300,00 mM
150,0 HisUGDH 2,00U
60,0 100 mM PEP 6,00 mM
5,0 Pyruvatkinase (2 U/uL) 10,00 U
100,0 HissUMPK 2,00U
150,0 SuSyl 1,00U
20,0 100 mM UMP 2,00 mM
2,5 bzw. 5,0 bzw. 10,0 100 mM ATP 0,20 mM, bzw.Q0BM bzw.
1,00 mM
ad 1000,0 H,O

1000,0 Gesamtvolumen
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3.10  Entwicklung und Optimierung von modularen Enzy m-
Kaskaden zur Synthese des nicht-sulfatierten HNK-1

Epitops

3.10.1 Ein-Topf Synthese des nicht-sulfatierten HNK-1 Epi  tops durch
Kopplung des UGDH-Moduls mit dem GIcAT-Modul
(Modul C + Modul D)

Fur die Synthese des nicht-sulfatierten HNK-1 Bpstousste zunachst das Akzeptorsubstrat
bereitgestellt werden. Alle in dieser Arbeit synisierten Glukuronide wurden ausgehend
von der LacNAc-Linkert-Boc-Struktur hergestellt. Die Produktion dieses éorsubstrates
erfolgte nachRech et al.(Rech et al. 2011) in einem 100-mL-Erlenmeyerkolben im

praparativen Ansatz (Tabelle 45).

Tabelle 45: Syntheseansatz zur Herstellung von L&[Ac-Linker-t-Boc im praparativen Mal3stab
(20 mL)
Volumen [mL] Reagenz Endkonzentration
2,0 1000 mM Hepes NaOH, 250 mM KCI, p 100,00 mM
7,2
0,2 1000 mM UDP-Glc 10,00 mM
5,4 50 mU/mLB4GalT1 0,27 U
2,0 28 U/mL UDP-Glukose Epimerase 56,00 U
10,0 10 mM GIcNAc-Linkert-Boc 5,00 mM
0,4 100 mM MnC} 2,00 mM
0,004 alkalische Phosphatase (1 U/uL) 4,00U
20,0 Gesamtvolumen

Die Synthese des Disaccharids fand bei 30°C untU@® statt. Um den Syntheseverlauf
mittels RP-HPLC Analytik (Kapitel 3.12.5.2) zu kooitieren, wurden Proben (40 pul)
entnommen. Die enzymatische Reaktion wurde durbiiZzen der Loésung auf 95°C gestoppt.
Die Abtrennung der denaturierten Enzyme erfolgterighe Ultrafiltration. Das Filtrat wurde

bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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Zur Syntheseoptimierung des nicht-sulfatierten HNKEpitops wurden sowohl die
Akzeptorkonzentration, die Konzentration der inveften Enzyme als auch der Mal3stab der
Synthese verandert. Die erstarvitro Synthesen wurden ausgehend von UDP-Glc mit einer
Akzeptorkonzentration von 2 mM LacNAc-LinkeBoc gestartet und 1 U/mL HISGDH,

1,5 U/mL HigNOX und 2 U/mL HigcatGIcAT-P an Enzymmenge eingesetzt (Tabelle 46).
Die Einstellung der volumetrischen Aktivitat dertdiggten Enzyme erfolgte Gber Vivaspin
UF-Saulen (Sartorius, Gottingen). Die Inkubations dAnsatzes erfolgte in 1,5 mL
ReaktionsgefalRen bei 30°C im Heizblock fir 2 h. Bgntheseverlauf wurde Uber CE-UV
und RP-HPLC Analyse kontrolliert. Hierzu erfolgtae dAbnahme eines Aliquots zu
verschiedenen Zeitpunkten, die Denaturierung deryie bei 95°C fur 5 min und

anschlieBende Lagerung bis zur Analyse bei -20°C

Tabelle 46: Ein-Topf Synthese des nicht-sulfatierre HNK-1 Epitops mit 2 mM Akzeptor
LacNAc-Linker- t-Boc (Modul C + Modul D) im analytischen Maf3stab (ImL)

Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
25,0 2000 mM Tris-HCI, pH 7,8 50,00 mM
5,0 100 mM NAD 0,50 mM
10,0 500 mM DTT 5,00 mM
30,0 100 mM UDP-Glc 3,00 mM
178,0 HissUGDH 1,00 U
267,0 HigNOX 1,50 U
356,0 HisgcatGICAT-P 2,00U
50,0 40 mM LacNAc-Linket-Boc 2,00 mM
6,0 500 mM MnC} 3,00 mM
2,0 alkalische Phosphatase (1U/uL) 2,00U
ad 1000,0 H,O

1000,0 Gesamtvolumen
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In einem weiteren Schritt wurde die Akzeptorkonratndn auf 5 mM erhoéht und die
Enzymverhaltnisse variiert. Dabei kamen jeweilsoyle Verhéltnisse an Enzymaktivitaten
von 0,5 U/mL bzw. 1 U/mL zum Einsatz. Die Enzymlogan jeweils wurden auf 233 uL
mittels Vivaspin-UF (Sartorius, Gottingen) konzésr Der Syntheseansatz wurde nach
Tabelle 47zusammengesetzt und bei 30°C im Heizblock fur #khbbiert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurden Proben (40 pL) entnommen und98eC fir 5 min inkubiert. Nach
Zentrifugation wurden die Proben mittels CE-UV Arsd (Kapitel 3.12.4) und RP-HPLC
Analyse (Kapitel 3.12.5.2) hinsichtlich der Prodcuiktung untersucht. Die
Syntheseoptimierung wurde mit und ohne Zusatz \kadischer Phosphatase durchgefthrt.
Tabelle 47: Syntheseoptimierung  des  nicht-sulfatieen  HNK-1  Epitops mit 5 mM

LacNAc-Linker-t-Boc und 05 U bzw. 1,0 U der involvierten Enzyme
(Modul C + Modul D) im analytischen Maf3stab (1 mL)

Volumen [pL] Reagenz Endkonzentration
25,0 2000 mM Tris-HCI, pH 7,8 50,00 mM

5,0 100 mM NAD 0,50 mM

10,0 500 mM DTT 5,00 mM

60,0 100 mM UDP-Glc 6,00 mM

233,0 HissUGDH 0,50 bzw. 1,00 U
233,0 HigNOX 0,50 bzw. 1,00 U
233,0 HisgcatGICAT-P 0,50 bzw 1,00 U

135,0 37 mM LacNAc-Linket-Boc 5,00 mM

12,0 500 mM MnC} 6,00 mM

2,0 0 U bzw. 2 U alkalische Phosphatase

ad 1000,0 H,0

1000,0 Gesamtvolumen

Zur semipraparativen Synthese erfolgte eine MaBsgtagrof3erung im 5 mL Ansatz. Hierbei
wurde der Reaktionsansatz nach Tabelle 48 im Rulgias zusammengesetzt und bei 30°C
24 h inkubiert. Die Enzymlosungen wurden jeweils B260 pL konzentriert. Die Kontrolle

des Syntheseverlaufes erfolgte analog der andigis&ynthese
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Tabelle 48: Ein-Topf Synthese des nicht-sulfatierte HNK-1 Epitops mit 5 mM LacNAc-Linker- t-Boc
und 0,5 U der involvierten Enzyme (Modul C + ModulD) im semipraparativen Mal3stab

(5 mL)
Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
125,0 2000 mM Tris-HCI, pH 7,8 50,00 MM
25,0 100 mM NAD 0,50 mM
50,0 500 mM DTT 5,00 mM
301,2 100 mM UDP-Glc 6,00 mM
1250,0 0,5 HigsUGDH 250U
1250,0 0,5 HigNOX 250U
1250,0 0,5 HigcatGIcAT-P 250U
675,6 37 mM LacNAc-Linkert-Boc 5,00 mM
60,0 500 mM MnC} 6,00 mM
ad 5000,0 H,O
5000,0 Gesamtvolumen

3.10.2 Ein-Topf Synthese des nicht-sulfatierten HNK-1 Epi  tops durch
Kopplung des SuSy-Moduls mit dem UGDH- und GIcAT-Mo  dul
(Modul B + Modul C + Modul D)

Die zusatzliche Kopplung des UGDH- und GIcAT-Moduaig dem SuSy-Modul ermdglicht
die Regeneration von UDP und UDP-GIcA unter Verwsrgd von katalytischen Mengen
UDP (Abbildung 14). Die Funktionalitat der kombirien Enzym-Module wurde zunachst im
analytischen Mal3stab Uberprift. Dabei wurden 5 mé@NAc-Linkert-Boc, nur 0,2 mM
UDP und jeweils 0,5 U/mL Hi&JGDH, HigsNOX, HisscatGICAT-P eingesetzt. Im Gegensatz
dazu wurden fur eine kosteneffektive Synthesegmateur 0,25 U/mL an SuSyl verwendet.
Die Enzymlésungen mit den jeweils entsprechenddanvetrischen Aktivitaten wurden auf
150 pL mittels Vivaspin—Ultrafiltrationseinheit koentriert. Der Syntheseansatz wurde nach
dem Pipettierschema der Tabelle 49 zusammengedeizt.Versuchsdurchfihrung und

Analyse erfolgte nach Kapitel 3.12.5.2.
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Tabelle 49: Ein-Topf Synthese des nicht-sulfatierte HNK-1 Epitops mit 5 mM LacNAc-Linker- t-Boc
(Modul B + Modul C + Modul D) im analytischen Maf3stab (1 mL)

Volumen [pL] Reagenz Endkonzentration
25,0 2000 mM Tris-HCI, pH 7,8 50,00 mM
5,0 100 mM NAD 0,50 mM
10,0 500 mM DTT 5,00 mM
10,0 20 mM UDP 0,20 mM
150,0 2000 mM Saccharose 300,00 mM
150,0 0,5 U/mL HigUGDH 0,50U
150,0 0,5 U/mL HigNOX 0,50 U
150,0 0,5 U/mL HigcatGIcAT-P 0,50 U
150,0 0,25 U/mL SuSy1 0,25U
135,0 37 mM LacNAc-Linket-Boc 5,00 mM
10,0 500 mM MnC} 1,00 mM
ad 1000,0 H,O

1000,0 Gesamtvolumen

Zur Mal3stabsvergroRerung erfolgte eine semiprapar&ynthese im 5 mL Ansatz. Hierbei
wurden die Versuchsparameter des analytischen Zesatibernommen und die
Enzymldsungen jeweils auf 750 pL eingeengt. Der adnsvurde nach Tabelle 50 im
Rollrandglasvorbereitetund 24 h bei 30°C inkubierDie Versuchsdurchfiihrung und Analyse
erfolgte nach Kapitel 3.12.5.2.
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Tabelle 50: Ein-Topf Synthese des nicht-sulfatierte HNK-1 Epitops mit 5 mM LacNAc-Linker- t-Boc
(Modul B + Modul C + Modul D) im semipraparativen Maf3stab (5 mL)

Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
125,0 2000 mM Tris-HCI, pH 7,8 50,00 MM
25,0 100 mM NAD 0,50 mM
50,0 500 mM DTT 5,00 mM
50,0 20 mM UDP 0,20 mM
750,0 2000 mM Saccharose 300,00 mM
750,0 0,5 U/mL HigUGDH 250U
750,0 0,5 U/mL HigNOX 250U
750,0 0,5 U/mL HigcatGIcAT-P 250U
750,0 0,25 U/mL SuSy1 1,25U
675,0 37 mM LacNAc-Linket-Boc 5,00 mM
50,0 500 mM MnC} 1,00 mM
ad 5000,0 H,O

5000,0 Gesamtvolumen

3.10.3 Bestimmung der

B-Galaktosidase-Nebenaktivitat

Fur das Kontrollexperiment wurden die unterschawin Enzympraparationen nach Tabelle

51 zusammengesetzt und 24 h bei 30°C inkubierte Einobe ohne Enzym diente als

Negativkontrolle. Direkt nach Zugabe der Enzymi@amund nach 24 h wurden Proben von
20 pL entnommen und bei 95°C fur 5 min inkubiemdumittels RP-HPLC Analyse

(Kapitel 3.12.5.2) untersucht.

Tabelle 51: Kontrollexperiment zur Untersuchung derp-Galaktosidase-Nebenaktivitat

Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration

10,0 1000 mM Tris-HCI, pH 7,8 50,00 mM

25,0 10 mM LacNAeLinker-t-Boc 2,00 mM

200,0 Enzymlésung 0,50 U SuSy1 bzw. HiBlIOX
bzw. HisUGDH bzw.
HisgcatGICAT-P

65,0 H,O

200,0

Gesamtvolumen
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3.11  Entwicklung und Optimierung einer modularen En zym-
Kaskade zur Synthese des Glykanepitops
2 -Fukosyllaktose

3.11.1 Sequentielle Enzymkaskade zur Synthese von 2°-Fuko  syllaktose
im klassischen Zwei-Stufen Modus (Modul E + Modul F )

3.11.1.1 Semipraparative Synthese von GDP-Fuc mitd em FKP-Modul
(Modul E)

Die semipraparative Synthese wurde mit dem FKP-NMdModul E, Abbildung 15) im
10 mL Batch-Verfahren fir 3 h Stunden bei 37°C imem sterilen 15 mL Reaktionsgefal}
gestartet (Tabelle 52).

Tabelle 52: Synthese von GDP-Fuc (Modul E) im semigparativen Maf3stab (10 mL)

Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
500,0 1 M Tris-HCI, pH 7,6 50,00 mM

1000,0 100 mM ATP 10,00 mM
1000,0 100 mM GTP 10,00 mM

800,0 100 mM MgC} 8,00 mM

1000,0 100 mML-Fuc 10,00 mM

10,0 1 U/uL anorganische Pyrophosphatase 10,00 U
2000,0 HisgPropFKP 2,00U

ad 10000,0 28]

10000,0 Gesamtvolumen

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden Proben 806nuL entnommen, denaturiert bei
95°C fur 5 min, zentrifugiert und analysiert migteCE-UV Analyse (Kapitel 3.12.4). Bei

nahezu 100% Umsatz wurde die Reaktionsmischund.@nl alkalischer Phosphatase (Fast
AP, Fermentas; Vilnius, Litauen) fur 3 h bei 30t1®ubiert, um die entstandenen Nukleotide
zu spalten. Die Abtrennung aller noch enthalteneryBe erfolgte durch Denaturierung fir
5 min bei 95°C und anschlielBender Zentrifugatiair. de Isolation der GDP-Fuc aus dem

Syntheseansatz wurde die Gelchromatografie verwedde Volumenreduktion wurde die
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Losung mit einem Rotationsverdampfer (Heidolph Vuhit Vacuubrand MDA4C-
Pumpeneinheit) bei Raumtemperatur auf ein Volumen 2 mL aufkonzentriert und zur
Aufreinigung auf eine Biogel-P2 Gelchromatografiéul® (1,6x90 cm) von BioRad,
(Munchen, Deutschland) injiziert. Biogel-P Gele teben aus einer pordsen
kopolymerisierten Gelmatrix aus Polyacrylamide uN@N-Methylen-bis-Acrylamid. Das
P2-Material eignet sich zur Trennung von Kohlenlayein, kleineren Peptiden und zur
Entsalzung. Der Trennungsbereich liegt bei einemekidargewicht von 100-1800 Da.
Milli Q H,O mit einer Flussrate von 0,1 mL/min (Pumpe in Aktme Anlage) diente als
Elutionsmittel. Dabei wurden Fraktionen von 0,5 mgsammelt und anschlieBend mit der
CE-UV Analyse analysiert. Fraktionen, die das Zietlukt enthielten wurden gepoolt und
mittels Speed-VAC aufkonzentriert. Das konzenteierProdukt wurde mithilfe der

Massenspektrometrie (Kapitel 3.12.7) charaktetisier

3.11.1.2 Semipaparative Synthese von 2°-Fukosyllakt  ose mit dem FucT-Modul
(Modul F)

Im FucT Modul (Modul F, Abbildung 15) wurde die Skase von 2°-FL mit dem in
Kapitel 3.11.1.1 isolierten Nukleotidzucker durctiget. Die Synthese erfolgte im 10 mL
Malf3stab fle6 h bei 27°Gn einem sterilem 15 mL Reaktionsgefal3 (Tabelle 53)

Tabelle 53: Synthese von 2°-FL (Modul F) im semipngarativen MaRstab (10 mL)

Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
500,0 1 M Tris-HCI, pH 7,6 50,00 mM

100,0 800 mM Laktose 8,00 mM

1063 40 mM GDP-Fuc 4,25 mM

5,0 1 U/uL alkalische Phosphatase 5,00U

100,0 100 mM DTT 1,00 mM

200,0 100 mM MnGl 2,00 mM

3400,0 HissPropWbgL 2,00U

ad 10000,0 KD

10000,0 Gesamtvolumen

Nach vollstdndigem Umsatz von GDP-Fuc, UberpruficduCE-UV Analytik, wurden die

Enzyme fir 5 min bei 95°C denaturiert und durchtdfmation entfernt. Die Isolation des
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Trisaccharids aus dem Reaktionsgemisch erfolgte lognaden Parametern nach
Kapitel 3.11.1.1. Die gesammelten Fraktionen wurdmittels HPAEC-PAD Analyse
(Kapitel 3.12.6) auf das Vorhandensein von 2°-FLerphbift. Anschlielend wurden
Fraktionen mit 2°-FL zusammengefiihrt und durch [Bvapon zur spéateren
Produktcharakterisierung fur die Massenspektromgifapitel 3.12.7) und NMR Analyse
(Kapitel 3.12.8) getrocknet.

3.11.2 Sequentielle Synthese von 2°-Fukosyllaktose mitde  m FKP- und
FucT-Modul in einem Topf (Modul E + Modul F)

Eine alternative Methode zur sequentiellen Synthsklassischen Zwei-Stufen Modusgellt die
Zwei-Stufen-Syntheseon 2°-FL durch Kopplung des FKP-Moduls mit dencFModul in
einem Topf dar. Dabei wurde in der ersten Stufaumalytischen Maf3stab (700 uL) GDP-Fuc
fur 3 h bei 37°C (Tabelle 54) synthetisiert.

Tabelle 54: Synthese von 2°-FL (Modul E + Modul F/&quentieller Modus/1. Stufe) im analytischen
Mafstab (700 uL)

Volumen [uL] Reagenz Endkonzentration
35,0 1 M Tris-HCI, pH 7,6 50,00 mM

35,0 100 mM ATP 5,00 mM

35,0 100 mM GTP 5,00 mM

56,0 100 mM MgC} 8,00 mM

35,0 100 mML-Fuc 5,00 mM

10,0 anorganische Pyrophosphatase 10,00 U
190,0 HissPropFKP 1,00 U

ad 700,0 HO

700,0 Gesamtvolumen

Nach Synthesestart wurden Proben von 20 pL zu seitiedlichen Zeitpunkten genommen
und mittels CE-UV Analyse, wie zuvor in Kapitel 3.1.1beschrieben, untersucht. Nach 4 h
Reaktionszeit wurde die Reaktionsmischung mit 1@lkhlischer Phosphatase (Fast AP,
Fermentas) versetzt und fir 3 h bei 30°C inkubigut. Denaturierung der Enzyme wurde die
Reaktionslosung fur 5 min bei 95°C inkubiert. AnsRend fand die
Konzentrationsbestimmung von GDP-Fuc mithilfe einéilibriergeraden kommerzieller
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GDP-Fuc im abzentrifugiesh Uberstand mittels CE-UV Analytik (Kapitel 3.12.4p#. Die

zweite Stufe beinhaltete die Synthese von 2'-FL eohiorherige Aufreinigung des
Nukleotidzuckers nach Tabelle 55 fir 22 h bei 27ZGr. Ermittlung der Konzentration von
2°-FL wurden Proben von 50 pL zu unterschiedlicZaitpunkten genommen und nach

Kapitel 3.11.1.2 analysiert.

Tabelle 55: Synthese von 2°-FL (Modul E + Modul F/&quentieller Modus/2. Stufe) im analytischen
Maflstab (700 pL)

Volumen [pL] Reagenz Endkonzentration

566,0 Reaktionsmischung 1. Stufe, pH 7,6 50 mM Tris-HCI
mit 4,3 mM GDP-Fuc

28,0 200 mM Laktose 8,00 mM

5,0 1 U/uL alkalische Phosphatase 5,00U

7,0 100 mM DTT 1,00 mM

94,0 HissPropWbgL 2,00U

700,0 Gesamtvolumen
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3.12  Analytik

3.12.1 Proteingehaltsbestimmung nach Bradford

Die Proteingehaltsbestimmung der Proben erfolgt¢ de@m kolometrischen Test von
Bradford (Bradford 1976). Durch Bindung des Farfie® Coomassie Brillantblau G250
(Roth, Karlsruhe, Deutschland) an Histidin- und iAngresten sowie an Resten von
aromatischen Aminoséauren werden blaue Farbkomplgekildet. Somit erfolgt eine
Veranderung im Absorptionsmaximum des Farbstoffes #65 nm (protonierte braunrote
kationische Form) zu 595 nm (unprotonierte blaumrasche Form)In der vorliegenden
Arbeit wurde die Proteingehaltsbestimmung am Mikegplattenfotometer SpectraMax Plus
(Molecular Devices GmbH, Biberach) durchgefuhrt.r Adorbereitung werden 2 Teile
Bradford-Stammlosung mit 5,5 Teilen 2@ versetzt. Dazu wurden 25 pL der zu
untersuchenden Proben mit 100 pL Bradford-Reagemgetzt, exakt 7 min inkubiert und
anschlieBend am Fotometer gemessen. Die Kalibremige wurde mithilfe von BSA
Eichlésungen (Roth, Karlsruhe, Deutschland) in minéBereich von 0-10Qg/mL
Proteingehalt erstellt. Fir quantitative Bestimmemgollten die Extinktionswerte innerhalb
der Eichgeraden liegen, dies erfordert eine weitsgediinnung der Proben mit,8. Die

Auswertung der Proben im dreifachen Ansatz erfaigteder SoftMax Pro 4.0 Software.

3.12.2 Proteinanalyse mittels SDS-Polyacrylamidgelelektro  phorese

Die Durchfuhrung der SDS-Polyacrylamidgelelektrogise (SDS-PAGE) ermdglicht die
Kontrolle der Proteinexpression, die Reinheitskoligr von Proteinpraparationen und die
Ermittlung der Molmasse der jeweiligen Protein-Moraye. In der vorliegenden Arbeit
wurden die Polyacrylamidgele des NuPAGE-Systems wowitrogen (Darmstadt,
Deutschland) verwendet. Die Herstellung der Gelolgte nach dem Protokoll von
Invitrogen. Fir die Herstellung des Trenngels werdike einzelnen Komponenten nach
Vorschrift (Tabelle 56) gemischt. Die Polymerisatistartet durch Zugabe der APS-Ldsung.
Im Anschluss daran erfolgt das GielRen des Geloomnkerziell erhaltlichen Kassetten von
Invitrogen. Nach Aushéarten des Trenngels kann deBéh des Sammelgels (Tabelle 57) und

das Einfuigen des Probenkamms erfolgen.
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Tabelle 56: Vorschrift zur Herstellung des 10%-igenTrenngels
Reagenz Volumen

30% Acrylamid (Roth) 8,3 mL
Trenngelpuffer 1 M Tris-HCI, pH 8,8 (Roth) 9.4 mL
Natriumdodecylsulfat§DS 10%)Roth) 250 pL

H,0O 6,5 mL

Temed Fertigldsung (Roth) 6,25 pL
Ammoniumpersulfat (50 mg/mL) 625 L

Tabelle 57: Vorschrift zur Herstellung des 4%-igenSammelgels
Reagenz Volumen

30% Acrylamid (Roth) 1,7 mL

Sammelgelpuffer 375 mM Tris-HCI, pH 6,8 (Rotl g 4 mL

Natriumdodecylsulfat§DS 10%)Roth) 125 pL
H,0O 6,5 mL
Temed Fertigldsung (Roth) 5 uL
Ammoniumpersulfat (50 mg/mL) 1mL

Die Proteinproben wurden wie in Tabelle 58 bestlmevorbehandelt und anschlie3end in
die vorgegebenen Geltaschen der hergestellten S&dSqiipettiert. Der Gellauf betrug 1 h

bei 200 V in SDS Laufpuffer. Anschlieend folgteesiAnfarbung der Gele mit Coomassie
Brilliant Blue R250. Fir die Coomassie Farbung veudés Gel dreimal 5 min mit Wasser
gewaschen und anschlieBend 1 h in der Farbel6suagpiert. AbschlielRend erfolgte die

Entfarbung des Gels mittels 0,5 M NaCl tUber NaEhe GroRenbestimmung der Proteine
wurde Uber den Grél3enstandard PageRuler™ Prestdnettin (FermentasVilnius,

Litauen) vorgenommen.
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Tabelle 58: Probenvorbereitung fir die SDS-PAGE Anlyse

Reagenz Volumen
40 pg Protein in wéassriger Losung 39 uL
LDS-Probenpuffer (4x) von Invitrogen 6 uL
0,5MDTT 5 UL

Inkubation fir 10 min bei 70°C

3.12.3 Proteinanalyse mittels Western Blot

Alternativ zu Farbungen der elektrophoretisch awégaten Proteine im Gel kbénnen diese
Molekule auf der Oberflache von Membranen (PVDF rodNé@rocellulose) immobilisiert
werden und durch Adsorption von hochmolekularerahden, z. B. Antikorper, visualisiert
werden. In der vorliegenden Arbeit wurden die wuehten Proteinproben nach der SDS-
PAGE auf eine PVDF-Membran (Roth, Karlsruhe/BIORAD{inchen) immobilisiert. Vor
dem Blot wurde die PVYDF-Membran fur 60 s in 100%tihéaol und anschliel3end fir 5 min
in Transferpuffer &quilibriert. Der Blot erfolgtérf 70 min bei 30 V und Raumtemperatur in
Transfer-Puffer in einer XCell Il Blot Kammer (Inkdgen, Darmstadt, Deutschland).
Anschliel3end wurde die Blotmembran 3 min igOHgewaschen und anschliel3end 1 h in eine
2%-ige BSA LOsung uberfuhrt. Zur Detektion der d-hsarkierten Proteine erfolgte die
Inkubation der Membran in einer Antikorperlésung #nti-Hisg-Antikdrper-HRP-Konjugat
(Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland).doanwvurde die Membran dreimal fir
5 min in PBST Puffer gewaschen. Zur Detektion detdmbanden wurde die Membran ca.
2 min bis zur Visualisierung der Banden in einerB3A0sung inkubiert (1 mL DAB in 9 mL
Peroxid-Puffer; Roche Applied Science, Mannheim,utSehland). Zum Stoppen der

Reaktion wurde die Membran in ca. 0,5 kQHiberfuhrt.
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3.12.4 Kapillarelektrophorese

Mithilfe der Kapillarelektrophorese (CE-UV) kdnnemNukleoside, Nukleotide und
nukleotidaktivierte Zucker in einem dinnen Kapitdr in einer Elektrolytlésung
elektrophoretisch getrennt werden. Die Trennung @é@alyten ist sowohl von der
elektrophoretischen Geschwindigkeit als auch vom ddektroosmotischen Fluss (EOF)
abhangig. Die Starke des EOF hangt vom pH-WertEektrolyten und von der Ladung in
der Nahe der Kapillaroberfache ab. Der EOF ist @tenzflacheninteraktion zwischen
Kapillarinnenwand und der Elektrolytldsung bei Agueg von Spannung zu verstehen. Unter
dem Einfluss des EOF wandern Kationen, neutralebiidungen und Anionen mit
unterschiedlicher Wanderungsgeschwindigkeit je natdktrophoretischer Mobilitdt zur
Kathode. Anhand von kommerziellen Standards karen Zliordnung der Analyten Uber
spezifische Migrationszeiten erfolgen. Die Quanigiung der Komponenten erfolgte unter
Verwendung von Kalibriergeraden (Peakflache/Konagimn) im Bereich von 0,1-2 mM.
Zur Bestimmung der Nukleotide und Nukleotidzuckeurse ein P/ACE-UV MDQ
Carbohydrate Kapillarelektrophoresesystem der FiBaekman Coulter (Krefeld, Germany)
verwendet, das mit einem UV Detektor ausgestadtetDie Separation der Analyten wurde
durchgefuhrt mit einer ,fused-Silika Kapillare® @endurchmesser. 75 pum;
Gesamtkapillarlange: 57 cm, effektive Kapillarlang® cm) in 50 mM Boratpuffer Puffer
(50 mM Natriumborat, 64 mM Borsaure, pH 9,0). Fuie dMigrations- und
Detektionsbedingungen wurden 25 kV (23 mA) bei 28C und 254 nm ausgewahlt. Die

Probeninjektion erfolgte bei einem Druck von 0,5ffis 10 s.
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3.12.5 Hochleistungsflussigkeitschromatografie (HPLC)

In dieser Arbeit wurden fir die Flussigkeitschroogmafie sowohl Normalphasen Verfahren
(NP, normal phase) als auch Umkehrphasen VerfalitBnreversed phase) zur Auftrennung

von Nukleotiden, Nukleotidzucker und Glykokonjugaterwendet.

3.12.5.1 Hydrophile Interaktionschromatografie (HIL  IC)

Die hydrophile Interaktionschromatografie stelltn eNormalphasen Verfahren dar zur
Trennung von polaren und relativ unpolaren Verbngikn. Hierbei wird eine polare
Séaulenmatrix als stationare Phase und ein wassy@psches Losungsmittel als mobile
Phase verwendet (Jandera 2011). Der Puffer bebdicherweise aus tUber 70% AcN. Die
starkste Elutionskraft besitzt Wasser (Boerseira. 2008).

HPLC Analyse zur Detektion und Trennung von UDP-GI@& im analytischen Mal3stab

Die Separation und Detektion von UDP-GLCcA im anabfien MaRRsatb wurde auf einer
HPLC Anlage von Dionex (Sunnyvale, CA, USA; Softe:acChromeleon 6.0) mit einer
Hypersil APS2-3u Saule (100x3 mm) von ThermoQueBibgrach, Deutschland)
durchgefuhrt. Nach Injektion von 10 pL der Reaks@mmsétze auf die Trennsaule erfolgte die
Elution mit 75% Acetonitril und 8% 400 mM NBH3;COO (pH 4,5) bei einer Flussrate von
0,5 mL/min. Das Elutionsprofil wurde mit einer Peokion 2 mM kommerziell erhaltlicher
UDP-GIcA verglichen. Die gesammelte Fraktion mitrdg&ielprodukt wurde fir die spatere
MS Messung bei -20°C aufbewahrt.

HPLC Analyse zur Detektion und Trennung von UDP-GI@& im praparativen Mal3stab

Die Produktisolation von UDP-GIcA aus dem Synthasatz wurde mit einer HPLC Anlage
von Knauer (Germany, Software: EZChrom Elite) userwendung einer Multospher APS-
HP-5 p 250x3 mm Séaule (CS Chromatografie, Langeewé&ermany) durchgefuhrt. Als
mobile Phase diente ein Gradient von 100% LaufinktéMilliQ H ,0O) bis 100% Laufmittel
B (0,4 M NH,CH3COO pH 6,7) bei einer Flussrate von 5 mL/min. Gasaite Proben mit
dem Zielprodukt wurden mit einem Konzentrator Pluen Eppendorf (Hamburg,

Deutschland) aufkonzentriert und bis zur spaterear&kterisierung bei -20°C aufbewabhrt.
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3.12.5.2 Reversed Phase Chromatografie

HPLC Analyse zur Detektion und Trennung vont-Boc-Zuckern im analytischen

Mal3stab

Zur Analyse der hydrophobetiBoc-Zucker, GIcA-LacNAc-Linket-Boc und LacNAc-
Linker-t-Boc, wurden 20 puL Probe mittels der LiChrospher RB018-5u Saule (Merck,
Darmstadt, Deutschland) bei einer Flussrate von W/nmm isokratisch (15% AcN;
0,1% Ameisensaure, pH 2,5) auf der HPLC Anlage monex (Sunnyvale, CA, USA;
Software: Chromeleon 6.0) aufgetrennt (Retlal.2011). Die Einstellung des pH-Wertes ist
bei der Trennung des Trisaccharids und Disacchariats entscheidender Bedeutung. Bei
einem pH-Wert unterhalb 3,18 liegt die Carboxylgrepder endstandigen Glukuronsaure
protoniert vor. Dementsprechend wird sich der Bhapeak des Trisaccharids zu friheren
Retentionszeiten hin verschieben. Zwecks Quargifizig der gewonnenen Produkte wurde

eine Kalibriergerade mit dem Akzeptor GIcNAc-LinkeBoc erstellt.

HPLC Analyse zur Detektion und Trennung vont-Boc-Zuckern im praparativen

Malstab

Zur Produktisolation det-Boc-Zucker GlcA-LacNAc-Linket-Boc und LacNAc-Linkert-
Boc, kann die Eurospher 100-10 C18-Saule (250x20 menwvendet werden (Reobt al.
2011). Die Flussrate fur das isokratische Laufrhiti®% AcN fur LacNAc-Linkert-Boc;
15% AcN und 0,1% Ameisensdure flr GIcA-LacNAc-LinkéBoc) betrug auf der
praparativen HPLC Knauer Anlage (Berlin, DeutsctlarSoftware: EZChrom Elite)
12,5 mL/min. Gesammelte Proben, die das Zielprodekthielten, wurden mit einem
Konzentrator Plus von Eppendorf (Hamburg, Deutsuljlaaufkonzentriert und bis zur

spateren Charakterisierung bei -20°C aufbewabhrt.
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3.12.6 HPAEC-PAD Analyse (High pH anion-exchange chromato  graphy

with pulsed amperometric detection)

Die HPAEC-PAD Analyse stellt ein Verfahren dar, MenOligo- und Polysaccharide eines
Glykanpools unter alkalischen Bedingungen zu tranrigei den sehr hohen pH-Werten
liegen die Zuckerstrukturen als anionische Alkotela vor, die mit der

Anionenaustauschermatrix interagieren. Die Analglr Glykanstrukturen erfolgt tber
gepulste amperometrische Detektion PAD an einerd€&ektrode, nach Oxidation der
betreffenden Zuckerstrukturen. In der vorliegendeeit wurde eine HPAEC-PAD-Anlage
von Dionex (Sunnyvale, CA, USA; Software: ChromelgoVersion 6.40) benutzt. Als Saule
diente eine CarboPac™ PA1 (Dionex, Sunnyvale, CASA)) deren Matrix

Aminopropylliganden tragt. Die Elution des Disactgta (Laktose) und des fukosylierten
Trisaccharids 2°-FL wurde mit 50 mM NaOH bei 30 {EluRrate 1 mL/min, 50 pL

Injektionsvolumen) durchgefihrt. Die Konzentratider Oligosaccharide wurde mit der
jeweiligen Kalibriergeraden (Peakflache/KonzentmaYikommerziell erhaltlicher Saccharide

bestimmt.

3.12.7 Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-  MS)

Um die Integritat der gereinigten Syntheseproduki®P-GIcA, GDP-Fuc, 2°-FL und
GlcA-LacNAc-Linkert-Boc, zu  bestatigen, wurde die Elektrosprayionisetio
Massenspektrometrie (Thermo Finnigan Surveyor MS(@8W¥ftware: Chromeleon 6.0)
angewendet. Hierbei werden die Analyten mittelskttespray im elektrischen Feld unter
Benutzung folgender Parameter ionisiert: Negativiemisationsmodus bei 400°C;
Nadelspannung: 4,5 kV und Dusenspannung: 100 kWhsgdgtzvolumen: 10 pL

(Endkonzentration 0,1 mM). Die Probenlosungen wardaf eine Multospher 120 RP 18
HP-3 1 (60 x2 mm) mit einer Flussrate von 0,2 mL/min le&er Laufzeit von 10 min
injiziert. Das Laufmittel bestand aus 50% (V/V) Aaeitril in Millipore-Wasser. Die

Analyten werden entsprechend ihrem Verhaltnis vas$¢ zu Ladung (m/z) aufgetrennt.
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3.12.8 NMR-Analyse

Bei der magnetischen Resonanzspektroskopie (NMRlear magnetic resonancaerden
Spektren von magnetisch aktiven Kernéhl, (°H, *C) in einem angelegten Magnetfeld
aufgenommen. Diese spektroskopische Methode dmnalem der Strukturaufklarung von
Molekiilen. Die 'H-Spektren wurden mit freundlicher Unterstiitzung nvaV.Sc.
R. Rosencrantz analysiert. Die Messung erfolgter Udees Bruker AV400 Ultra Shield
Spektrometer in BD (400 MHz, 30°C) in der Arbeitsgruppe von Dr. Allihe (Prof. Dr. M.
Moller, DWI am ITMC an der RWTH Aachen). Die cherfien Verschiebungen sind in
o-Scale [ppm] und Bindungskonstanten in Hz angegebeinch digitale Auflosung war es
maoglich, die chemischeshiftsder Protonen und der Kohlenstoffe mit zwei Dezstellen zu

prasentieren.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Bereitstellung von Enzymen fir die Enzym-Module zur
Synthese von UDP-GIcA

4.1.1  Klonierung und Expression von  ugdhisg aus E. coli K12

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war aufgrund dehr guten Verflgbarkeit des nicht
pathogenenE. coli K12 Stammes die Klonierung des UDP-Glukose-Dehyeinase
kodierenden Gensgd (UniProtKB/Swiss-Prot/acession number: P76373) Uderesse. In
vorangegangenen Arbeiten wurde eine Aktivierung [dehydrogenase durch eime vivo
Tyrosinphosphorylierung (Tyr-71) mittels Wzc odek Bpostuliert (Grangeassst al. 2003,
Lacour et al. 2008). Fiur das bevorstehende Projekt sollte zwgtadie Aktivitat der
rekombinanten UGD nach ExpressionEn coli BL21(DE3), einem Proteinkinase positiven
Stamm, Uberpruft werden. Dehydrogenasen verfligen &ib charakteristisches N-terminales
NAD"-Bindemotiv bestehend aus hoch konservierten Gilgsien (Feingold und Franzen
1981). Spiceret al. beschreiben die NADbindende Konsensussequenz am N-terminalen
Ende der humanen und murinen UGDH mit einem GXGX@iv (Spiceret al. 1998). Das
Alignment der Aminosauresequenz der humanen UGDiHder UGD au<. coli zeigt eine
Ubereinstimmung der NADBindemotive. Um die Bindung des Kofaktors NABN das
Enzym mit N-terminalem HisTag nicht zu behindern, wurde zunéchst ein
Klonierungskonstrukt mit C-terminalem Hi¥ag geplant. Zur zytoplasmatischen Expression
wurde die Sequenagd die zuvor ausgehend von der genomischen DNAEusoli K12
amplifiziert wurde, in den Vektor pET28a uber diehSittstellenNcol und Xhol kloniert
(Kapitel 3.2.2.1) Nach dem die Sequenzierung die Integritat des Kokists bestétigte,
wurde die Genexpression einschliel3lich des C-tal@mHig-Tags unter der Kontrolle des
T7-Promotors irkE. coliBL21(DE3) induziert.
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4.1.2  Aufreinigung der UGDHis ¢ aus E. coli K12

Die Aufreinigung von 10 d. coli BL21(DE3) Zellen tiber Nf-NTA Chromatografie ergab
eine Gesamtausbeute von 0,15 U des rekombinanteyntsnmit einer spezifischen Aktivitat
20 mU/mg Protein (Tabelle 59pie SDS-PAGE Analyse (Abbildung 38) bestatigte die
erfolgreiche Aufreinigung und Expression des Fuspwateins mit 45 kDa. Die spezifische
Aktivitat mit 20 mU/mg UGDHis war jedoch fiir eine praparative Synthese von
Glukuroniden und UDP-GICA zu gering.

72 kDa

55 kDa

e <@ GDHis, (45,2 kDa)

43 kDa

34 kDa

S |
- M Q‘Q 1

Abbildung 38: SDS-PAGE Analyse (Coomassie Farbungfler UGDHiss nach Aufreinigung mittels
Ni?*-NTA Sepharose

Spur 1: Proteinmarker (PageRuler™ Prestained Proteadder, Fermentas); Spur 2: IMAC-Pool,

Spur 3: Rohextrakt; Spur 4: Zellpellet. Das detk#i Molekulargewicht entspricht dem theoretisaiitelten

von 45,2 kDa.

4.1.3  Klonierung und Expression von  hisgugd aus E. coli K12

Wegen der geringen Enzymaktivitdt von UGDHisurde in einem nachsten Schritt ein
Fusionsprotein mit N-terminalem Hi§ag anvisiert und die Gensequemngd mithilfe der
SchnittstellenNdel und BamHI in den Vektor pET16b kloniert (Kapitel 3.2.2.2). Dem
erfolgreichen Sequenzierungsergebnis folgte die€Sgion irkE. coliBL21(DE3).
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4.1.4  Aufreinigung der His ¢UGD aus E. coli K12

Die SDS-PAGE Analyse zeigt das Ergebnis der Auigeing mittels Nf*-NTA Sepharose
und untermauert die losliche Expression der rekaarien HisUGD (Abbildung 39).
Insgesamt wurden 0,43 U/1(&g coli BL21(DE3) erzielt. Damit konnte die Ausbeute unel d

spezifische Aktivitat von 0,04 U/mg fur die B@WGD nur geringflgig verbessert werden
(Tabelle 59).

b -
- ® 72kDa
e = 55kDa
His,UGD (46,7 kDa) EEEj» ow - - 43 KkDa
—
® 34 kDa
— - — -
7
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Abbildung 39: SDS-PAGE Analyse (Coomassie Farbungjiler HissUGD nach Aufreinigung mittels
Ni?*-NTA Sepharose

Spur 1: IMAC-Pool; Spur 2: Rohextrakt; Spur 3: Wasaktion; Spur 4: Zellpellet; Spur 5: Durchfluss;
Spur 6: konzentrierte Waschfraktion; Spur 7: Proterker (PageRuler™ Prestained Protein Ladder,
Fermentas). Das detektierte Molekulargewicht erdbpdem theoretisch ermittelten von 46,7 kDa.

Der Einsatz von Hi@GD in das Enzym-Modul-System schien aufgrund deringen
Effizienz nicht sinnvoll. Eine Aktivierung des Enmg wurde aufgrund des 6konomischen
Leitgedankens zu diesem Zeitpunkt nicht verfolgt. einer kirzlich veroffentlichten
Publikation wurde die postulierte Tyrosinphosphigrylng zur Aktivierung der UGD
widerlegt (Mainprizeet al. 2013). Als Grund fiur die geringe Enzymaktivitatravieine
Substratinhibition durch NAD (Kis: 1,4 mM) angegeben. Zur Bestimmung der
Enzymaktivitat wurde im vorliegenden Fall 3 mM NABingesetzt. Die Aktivititsmessung
mit einer Konzentration von NAD unterhalb des KWertes wurde bisher nicht

vorgenommen.
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4.1.5 Klonierung und Expression von  hisgugdhl aus

Arabidopsis thaliana

Die publizierte UGDH1 aus&lycine max(UniProtKB/Swiss-Prot/acession number: Q96558)
zeigt spezifische Aktivitdten von 1,4 U/mg (Hinterg et al. 2002). Das Alignment der
Aminosauresequenz der UGDH1 (UniProtKB/Swiss-Poagaion number: Q9FZE1) aus
Arabidopsis thaliana zeigte eine Homologie von 91% zu der bereits snotdrten
Dehydrogenase aus der Sojabohne (siehe Anhang,|dahbbi 136) und bot daher eine
interessante Alternative. Ausgehend von der cDNA Blattern vonArabidopsis thaliana
erfolgte die Genamplifikation mittels RT-PCR undsanlielend die Klonierung des
Fusionsgenkissugdhmithilfe der SchnittstelleNdelundBamHIin den VektopET16b. Der
erfolgreichen Klonierung, Uberprift durch das Segisrungsergebnis, schloss sich die
Expression irkE. coliBL21(DE3) an.

4.1.6  Aufreinigung der His gUGDHL1 aus Arabidopsis thaliana

Die SDS-PAGE Analyse (Abbildung 40) bekraftigte didesliche Expressionsstrategie des
Fusionskonstruktes HISGHD1 (57 kDa). Die Uberpriifung der Aktivitat zesgedoch keine
Verbesserung der spezifischen Aktivitat dergdiSDH1 (0,02 U/mg) gegentber UGDHlis
ausE. coliK12 (Tabelle 59). Gegeniiber UGHDHiglie inE. coli Origami exprimiert wurde,
erweist sich die hier gewahlte Expressionsstratiegie coli BL21(DE3) jedoch erfolgreicher
(Klinghammer und Tenhaken 2007). Dennoch eignetie such dieser Ansatz aufgrund der

niedrigen Aktivitat nicht fir die geplanten Enzymelul-Systeme.
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Abbildung 40: SDS-PAGE Analyse (Coomassie Farbungdler HisstUGDH1 nach Aufreinigung mittels
Ni?*-NTA Sepharose

Spur 1: Proteinmarker (PageRuler™Prestained Proteadder, Fermentas); Spur 2: Rohextrakt;

Spur 3: Zellpellet; Spur 4: IMAC-Pool. Das detekiteMolekulargewicht entspricht dem theoretischigaitien

von 57 kDa.

4.1.7  Klonierung und Expression von  hisgugdh aus Homo sapiens

In einem weiteren Schritt wurde die in der LiterafBommeret al. 2004, Huhet al. 2005,
Easley et al. 2007) bereits beschriebene eukaryontische humari2P-Glukose-
Dehydrogenase (UniProtKB/Swiss-Prot/acession numb@60701) untersucht. Hierbei
erfolgte die Genamplifikation ausgehend von der ADAlus Mesangialzellen der Niere.
Bestatigt durch Sequenzierung gelang die Klonieromg N-terminalem HisTag in den
Vektor pETDuet-1 Uber die Schnittstell@stl und Notl (Kapitel 3.2.4).Die Expression des
Gens erfolgte anschliel3endkn coli Rosetta(DE3)pLysS.

4.1.8  Aufreinigung der His ¢UGDH aus Homo sapiens

Nach Aufreinigung mittels Ni-NTA Sepharose zeigte die Western Blot Analyse ejui
I6sliche  Produktion des Zielproteins Ei#HDH (Abbildung 41) in E. coli
Rosetta(DE3)pLysS mit einem apparenten Molekulaigew von 58 kDa, das der
theoretischen Masse von 58,2 kDa entpricht. Dierpiidung der Aktivitat resultierte in
ersten Versuchen zunachst in einer sehr zufrieeigrstien spezifischen Aktivitat bis zu
0,5 U/mg HigUGDH. Nach Expressionsoptimierung (Daten nicht ggzelurch Induktion
mit 100 uM IPTG und einer Post-Induktionszeit vah i bei 25°C konnten 21 . coli
Rosetta (DE3)pLysS Zellen/L TB Medium geerntet veerdDie Aufreinigung von 10 g
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E. coli Zellen mit NF*-NTA Sepharose ergab 51 U des rekombinanten Enzgihiner
spezifischen Aktivitat von bis zu 0,98 U/mg Prot€liabelle 59). Im Vergleich zu den bereits
publizierten Daten resultierte unsere Expressioategie in einer 7-8-fach hoheren
spezifischen Aktivitat (Sommaeat al. 2004, Huhet al. 2005). Dartber hinaus konnte unsere
Ausbeute von ca. 109 mg aufgereinigtem FusionsiorotissUGDH/L TB Medium im
Gegensatz zkasley et almit 30 mg pro Liter Zellkultur dreifach erhdht den (Easleyet

al. 2007). Die sehr guten Expressionsergebnisse tiefesomit eine gute Voraussetzung fur
eine weitere Charakterisierung des Enzyms.

72kDa

55 kDa '* < His,UGDH (58,2 kDa)

T qu——

34 kDa

26 kDa

1 2 3 4

Abbildung 41: Western Blot Analyse der humanen HigJGDH nach Aufreinigung mittels Ni**-NTA
Sepharose

Spur 1: Proteinmarker (PageRuler™Prestained Proteedder, Fermentas); Spur 2: Zellpellet;

Spur 3: Rohextrakt; Spur 4: IMAC-Pool. Das detakéie Molekulargewicht entspricht dem theoretisch

ermittelten von 58,2 kDa.

4.1.9 Klonierung und Expression von  hisgkfiD aus E. coli K5

Parallel zu den beschriebenen Untersuchungen deamen UDP-Glukose-Dehydrogenase
wurde die Klonierung und Expression des baktenelléens kfiD aus E. coli K5
(UniProtKB/Swiss-Prot/accession number: Q47329jolgt, das bereits zun vivo Synthese
des nicht-sulfatierten HNK-1 Epitops . coli eingesetzt wurde (Yavuet al. 2008). Der
probiotische Stamri. coli K5 (Nissle Straij wurde von der Firma Ardeypharm (Herdecke,
Deutschland) zur Isolation der genomischen DNA ritdicherweise zur Verfigung gestellt.
Nach Genamplifikation wurden die Schnittstelfestl undNotl zur Klonierung in den Vektor
pETDuet-1 genutzt (Kapitel 3.2.5). Der Bestatigusy Integritat des Konstruktes folgte die
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prokaryontische Expression des FusionsproteingKfil3 in E. coli BL21(DE3). Die
Induktion des T7-Promotors wurde mit einer Endkorizgion von 0,1 mM IPTG bei 25°C

und einer Post-Induktionszeit von 18 h durchgefiihrt

4.1.10 Aufreinigung der His ¢KfiD aus E. coli K5

Die gewahlten Expressionsbedingungen ergaben 32aRfgereinigtes Protein/10 . coli
BL21(DE3) Zellen. Die Proteinexpression, tberpdidtch SDS-PAGE Analyse, zeigte eine
erfolgreiche Produktion des Zielproteins mit eildasse von 44 kDa (Abbildung 42).
Aufgrund der erzielten Aktivitat von 0,72 U/mg (Tele 59) schien sich HiKfiD fir eine

weitere Charakterisierung zu eignen.
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Abbildung 42: SDS-PAGE Analyse (Coomassie Farbungyler HisgKfiD nach Aufreinigung mittels

Ni?*-NTA Sepharose
Spur 1: Zellpellet; Spur 2: Rohextrakt; Spur 3: IMA0ol; Spur 4: Proteinmarker (PageRuler™Prestained

Protein Ladder, Fermentas). Das detektierte Mobigaiwicht entspricht dem theoretisch ermitteltem vo
44 kDa.
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Tabelle 59: Aufreinigung der UGDHis;, HisgUGD, HissUGDH1, His¢KfiD und HisUGDH mittels
Ni?*-NTA Sepharose

Volumen Gesamt- Gesamt Spezifische Aufreinigungs- Aus-
aktivitdt  protein Aktivitat faktor beute
[mL] (Y] [mg] [U/mg] [] [%]
UGDHisg 15 0,15 7,50 0,02 3,0 28
(E. coliK12)
HissUGD 18 0,43 10,81 0,04 2,8 38
(E. coliK12)
HissUGDH 16 0,18 8,80 0,02 2,5 23
(Arabidopsis
thaliana)
HisgKfiD 15 32,18 45,00 0,72 5,8 67
(E. coliK5)
HissUGDH 15 51,50 52,50 0,98 7,0 80

(Homo sapiens

4.1.11 Biochemische Charakterisierung der His  sUGDH und His ¢KfiD

Fur die Optimierung von Ein-Topf Synthesen mit EmzKaskaden ist eine umfassende
biochemische Charakterisierung der involvierten yiEmz erforderlich. Fir die humane
UGDH lagen bis zu diesem Zeitpunkt nur teilweisetdbavor. Eine biochemische
Charakterisierung der KfiD wurde bislang nicht chgefihrt.

In den verwendeten Untersuchungen zur Bestimmungizymaktivitat belegen HI§GDH
und HigKfiD die Notwendigkeit reduzierender Bedingungenm fiieie Cystein Gruppen zur
Oxidation von UDP-Glc. Dies unterstreicht die lgithe Rolle der SH-Gruppe der
Aminosaure Cystein276 im Katalysemechanismus denamen HisUGDH (Easleyet al.
2007, Eggeet al.2011).
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4.1.11.1 Bestimmung des Temperatur- und pH-Optimums

Die Lage des pH-Optimums eines Enzyms bezuglicledeymaktivitat ist abhangig von der
Temperatur und dem verwendeten Puffer. Dabei kanmex zu Ladungsveranderungen von
Substraten und funktionellen Gruppen des aktivemirdens aber auch von Nachbargruppen
des aktiven Zentrums kommen. In diesen Untersuatunzeigten beide rekombinante
Dehydrogenasen fir ihre enzymatische Aktivitat €@mperatur-Optimum von 30°C mit
einer nachfolgenden Inaktivierung des Proteins Bemperaturen oberhalb von 30°C
(Abbildung 43).

1001 His,KfiD
" His,UGDH
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401
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Abbildung 43: Bestimmung des Temperatur-Optimums deHisgUGDH und HisgKfiD

Beide Enzyme zeigen ein Temperatur-Optimum von 30AC50 mM Tris-HCI (pH 8,7) entsprechen 100%
relative Aktivitat 0,80 U/mg fur Hi®)GDH, im Vergleich dazu konnten fir HifiD 100% relative Aktivitat
mit 0,57 U/mg in 50 mM Tris-HCI (pH 9,0) berechregrden.

Die HissUGDH und HigKfiD reagieren sehr sensitiv auf pH-Veranderungenwérwendeten
Puffer. In Tris-HCI Puffer (Abbildung 44) zeigt HIEfiD die hochste Aktivitat bei pH 9,0
(0,57 U/mg), wohin gegen das pH-Optimum vongdiSDH bei pH 8,7 (0,80 U/mg) liegt.
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Abbildung 44: Bestimmung des pH-Optimums der HisUGDH und HisgKfiD in 50 mM Tris-HCI
Die relative Aktivitat wurde bestimmt in 50 mM T+4$Cl Puffer bei 30°C. HigJGDH zeigt bei pH 8,7 100%
Aktivitat (0,80 U/mg) und HigKfiD bei pH 9,0 100% relative Aktivitat (0,57 U/mg)
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Abbildung 45: Bestimmung des pH-Optimums der HisUGDH und His¢KfiD in 50 mM HEPES-NaOH
Die relative Aktivitdt wurde in 50 mM HEPES-NaOH fRar bei 30°C bestimmt. Hi§/GDH zeigt bei pH 8,7
100% Aktivitat (0,77 U/mg) und Hi&fiD bei pH 9,0 100% relative Aktivitat (0,5 U/mg).

Im Puffersystem HEPES-NaOH konnte fur dISDH die hochste Aktivitat bei pH 8,7
(0,77 U/mg) und fur HgKIfiD bei pH 9,0 (0,5 U/mg) gemessen werden. Fiurhfiaslgende
Versuche wurde wegen der hbéheren spezifischen iewn das Puffersystem Tris-HCI

ausgewahlt.
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4.1.11.2 Bestimmung der Enzymstabilitat

Die rekombinante HigGDH kann fir drei Monate in 50 mM Tris-HCI Puff@eH 8,7) mit
20% Glycerin bei -20°C mit einer Restaktivitat v6&% aufbewahrt werden. Im Gegensatz
dazu fuhrte die Aufbewahrung von EHg$iD in 50 mM Tris-HCI Puffer (pH 9,0) mit 20%
Glycerin bei -20°C fur einen Monat zu einer Regstatét von 18%. Fiur die Enzymstabilitat
unter Synthesebedigungen bei 30°C wurde fugW{EDH eine Halbwertszeit von 43,3 h und
ein Inaktivierungskoeffizient k von 0,016 bestimgAnhang, Abbildung 150). Die Stabilitat
von HigKfiD mit einer Halbwertszeit von 24,9 h und einenaktivierungskoeffizient k von
0,028 ist deutlich geringer (Anhang, Abbildung 151)

4.1.11.3 Bestimmung der Substratkinetik

Die kinetische Charakterisierung der humanen UGDutde bereits von verschiedenen
Arbeitsgruppen verfolgt (Sommaest al. 2004, Huhet al. 2005, Eggeret al. 2011). Zur

Bestatigung der Ergebnisse wurden die Kinetikdatsshmals Uberprtift.

1,0 1,0

Spezifische Aktivitat [U/mg]
Spezifische Aktivitat [U/mg]

0,0

1 2 3 4 5
A. NAD® [mM] B. UDP-Glc [mM]

Abbildung 46: Kinetische Analyse der HigUGDH fiir den Kofaktor NAD * (A.) und fiir UDP-Glc (B.)

Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte nfighdler Software Sigma Plot 10.0. Die kinetischerteDa
wurden durch nicht lineare Regressionsanalyse speramentellen Daten bestimmt. Bei den vorliegenden
hyperbolen Verlaufen der Kurven wurden die kindtest Konstanten Kund V.« mit der Michaelis-Menten-
Gleichung bestimmt. Die Untersuchungen ergabenneligeWert von 0,03 mM fiir UDP-Glc (R 0,9987;
Vmax 0,81 U/mg) und fiir NADeinen K,-Wert von 0,44 mM (r?z 0,993; Vhax 0,92 U/mg).
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Tabelle 60: Kinetische Daten der rekombinanten HidJGDH

Substrat m i
[mM] [s™] [s™*mM Y
UDP-Glc 0,03 1,27 42,33
NAD”* 0,44 1,42 3,23

Die ermittelten K-Werte der HisUGDH fur UDP-Glc (0,03 mM) und NAD (0,44 mM)
(Tabelle 60) sind in Ubereinstimmung mit den Daf€abelle 61) von Eggest al, Sommer

et al. und Easleyet al (Sommeret al. 2004, Easleyet al. 2007, Eggeret al. 2011). Der
ermittelte Kcat-Wert (0,85% von Eggeeet al liegt ebenfalls in der gleichen GréRenordnung.
Kinetikdaten des rekombinanten prokaryontischerDKEnzyms lagen nicht vor und haben
daher einen besonderen Stellenwert. Interessanseraeigt HigKfiD eine hohere Affinitat
zu NAD' (0,26 mM) und eine deutlich schlechtere Affinitait UDP-Glc (0,24 mM).

Tabelle 61: Vergleich der K,-Werte fiir UDP-Glc und NAD" von UDP-Glukose-Dehydrogenasen aus
der Literatur

Egger Easley Sommer
(2011) (2007) (2004)
Kn.Wert: UDP-Glc [mM] 0.035 0,009 0,011

K m-Wert: NAD * [mM] 0,700 0,420 0,360
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Abbildung 47: Kinetische Analyse der HigKfiD fiir den Kofaktor NAD * (A.) und fiir UDP-GIc (B.)

Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte nfighdler Software Sigma Plot 10.0. Die kinetischerteDa
wurden durch nicht lineare Regressionsanalyse speramentellen Daten bestimmt. Bei den vorliegenden
hyperbolen Verlaufen der Kurven wurden die kindtest Konstanten Kund V. mit der Michaelis-Menten-
Gleichung bestimmt. Die Untersuchungen ergabenneligWert von 0,24 mM fiir UDP-Glc (R 0,9827;
Vmae 0,66 U/mg) und fiir NADeinen K.-Wert von 0,26 mM (R 0,9779; V,ac 0,589 U/mg).

Tabelle 62: Kinetische Daten der rekombinanten HigfiD
Substrat m g
[mM] [s7] [s™*mM 7
UDP-Glc 0,24 0,24 1,00
NAD* 0,26 0,21 0,81

In kinetischen Daten zeigt die Hi$GDH (Tabelle 60) gegeniuber der rekombinanten
HisgKfiD eine deutlich hohere katalytische EffizienzieDkatalytische Effizienz fur das
Substrat NAD ist 4-fach und fir das Substrat UDP-Glc 42-fachobt. In weiteren
kinetischen Studien konnte fur HdiD und HissUGDH keine Inhibition durch die Substrate
UDP-GIcA und UDP festgestellt werden (Abbildung 4&usammenfassend erweisen sich
beide Enzyme als geeignete biokatalytische Werkzeuy Synthese von Glukuroniden und
UDP-GIcA. Aufgrund der hoheren katalytischen E#izz ist die rekombinante HiSGDH

jedoch zu favorisieren.
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Abbildung 48: Produktinhbition der His jUGDH und His¢KfiD durch UDP-GIcA und Kreuzinhibition
durch UDP

Die Produktinhibition durch UDP-GIcA und die Kreahibition durch UDP wurde mithilfe des Fotometetgss

(Kapitel 3.7.2.1) durch Zugabe von 0,02-5 mM ddsmechendenSubstrates untersucht. 100% relatitigiték

entsprechen 0,75 U fir HI$GDH und 0,43 U fur HigKfiD.

4.1.12 Klonierung und Expression von  hisgump aus Homo sapiens

Fur das Modul A (Abbildung 13) zur Synthese von UBrde das UMP-Kinase kodierende
Genump ausgehend von der cDNA der Niere amplifiziert @mschlieRend in den Vektor
pET16b mit N-terminalem HisTag zwecks Einschrittaufreinigung tber*NNTA-IMAC
kloniert. Nach positivem Sequenzierungsergebniolgid die Enzymexpression unter
Induktion mit IPTG inE. coliBL21(DE3).

4.1.13 Aufreinigung der His ¢UMPK aus Homo sapiens

Zur Aufreinigungskontrolle und Expressionsanalysarden Proben des Zellpellets, des
Rohextraktes und des IMAC-Pools Uber SDS-PAGE urestérn Blot Analyse untersucht.
Beide Methoden bestatigen eine erfolgreiche Prodnktund Aufreinigung des

rekombinanten Enzyms. Die geringe Menge arclysion bodies“konnte auf Grund der

ausreichenden Konzentration an loslichem Proteimacdhlassigt werden. SDS-PAGE
(Abbildung 49) und Western Blot Analyse (Abbildung0) zeigen ein apparentes
Molekulargewicht von 26 kDa, das theoretische Molakgewicht abgeleitet von der
Primarsequenz wurde mit 25,3 kDa berechnet. DedeVéai zeigt sich das nach der IMAC-
Aufreinigung bei hoher Proteinkonzentration schauar beobachtete Ausfallen des Enzyms

durch eine Bande agglutinierten Proteins bei ca&[Z
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Abbildung 49: SDS-PAGE Analyse (Coomassie Farbungiler HissUMPK nach Aufreinigung mittels
Ni?*-NTA Sepharose

Spur 1. Proteinmarker (PageRuler™Prestained Proteadder, Fermentas); Spur 2: Rohextakt;

Spur 3: Zellpellet; Spur 4: IMAC-Pool.

<@ His,UMPK (25,3 kDa)

Abbildung 50: Western Blot Analyse der HigUMPK nach Aufreinigung mittels Ni%*-NTA Sepharose
Spur 1: Proteinmarker (PageRuler™Prestained Proteedder, Fermentas); Spur 2: Zellpellet;
Spur 3: Rohextrakt; Spur 4: IMAC-Pool.

Die Aufreinigung von 10 ¢E. coli Zellen mit NF-NTA Sepharose ergab 4034 U des
rekombinanten Enzyms mit einer spezifischen Akdiiviton bis zu 70 U/mg Protein (Tabelle
63). Im Vergleich zu dem klonierten Fusionsprot€8T-UMPK von Van Rompagt al.
konnte in der vorliegenden Arbeit die spezifischiitat 44-fach gesteigert werden (Van
Rompay et al. 1999). Hier erfolgte die Bestimmung der Enzymakdivjedoch mit der
wesentlich ungenaueren Dunnschichtchromatografithddie. Die ermittelten
Enzymaktivitaten der H&®MPK sprachen in jedem Fall fir eine weitere bioculsehe

Charakterisierung.
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Tabelle 63: Aufreinigung der HisUMPK mittels Ni?*-NTA Sepharose

Volumen Gesamt- Gesamt- Spezifische Aufreinigungs- Aus-
aktivitat protein Aktivitat faktor beute
[mL] (U] [mg] [U/mg] [-] [%6]
Rohextrakt 15 8526 312 28 1 100
IMAC Pool 24 4034 58 70 2,5 47

Der Nachweis der Kinaseaktivitat wurde ebenfallst GE-UV Analyse uberpruft. In
Abbildung 51 ist beispielhaft ein CE-UV Elektropherogramm datgkis welches den
Umsatz von UMRMigrationszeit: 14,9 min) zu UDP (Migrationsze20,3 min) nach 5 min
Reaktionszeit zeigt. Hier wurde eine spezifischetiAiat von 78 U/mg ermittelt. Die
Differenz bezuglich der Ezymaktivitat ist auf dieterschiedliche Zusammensetzung der
Aktivitatstestes zurtckzufuhren.
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Abbildung 51: Elektropherogramm der UMP/CMP-Kinaseaktivitat

Durch CE-UV Analytik konnte die Bildung von UDP au#/P mithilfe der HigUMPK (Reaktionszeit: 5 min)
bei 254 nm detektiert werden. Die Migrationszeien UMP (16,9 min) und UDP (20,3 min) stimmen nend
jeweiligen Migrationszeiten der kommerziellen Stamtsubstanzen Uberein.
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4.1.14 Biochemische Charakterisierung der His  (UMPK

Die UMPK konnte als losliches Enzym mit 58 mg Pt gE. coliBL21(DE3) produziert
werden. Die Lagerung bei 4°C und -20°C fuhrte jédaam Ausfallen des Enzyms. Die
Zugabe von Saccharose (4 mM) hatte keinen Eintu$glie Lagerstabilitat der HISMPK,
bereits nach 24 h konnte keine Aktivitat fur die BKI mehr nachgewiesen werden. Die
Zugabe von 20% (V/V) Glycerin stabilisierte das f#nz hingegen. Fir die folgenden
Aufreinigungen wurde der Elutionspuffer dePNNTA-IMAC daher direkt mit 20% (V/V)
Glycerin versetzt.

4.1.14.1 Bestimmung des Temperatur- und pH-Optimums

Das rekombinante Enzym zeigte fur das Tris-HCI- WHEPES-NaOH Puffersystem ein
pH-Optimum von 8,7 (Abbildung 52) und ein Temperaptimum von 30°C (Abbildung
53). Bisher gab es keine Daten in der Literaturibbeh des pH- oder Temperatur-
Optimums.

50 mM Tris-HCI

= 50 mM HEPES-NaOH

Relative Aktivitat [%]

7,0 7,2 7,4 7,6 78 8,0 8,2 8,4 8,7 9,0
pH

Abbildung 52: Bestimmung des pH-Optimums der HisUMPK in 50 mM Tris-HCI und 50 mM
HEPES-NaOH

Die relative Aktivitdt wurde bestimmt in 50 mM T+#4Cl Puffer und 50 mM HEPES-NaOH Puffer bei 30°C.

Die HisUMPK zeigt in beiden Puffersystemen bei pH 8,7 10@%ative Aktivitat (60,5 U/mg).
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Abbildung 53: Bestimmung des Temperatur-Optimums de HisgUMPK
HissUMPK zeigt ein Temperatur-Optimum von 30°C. In 5Mniris-HCI und 50 mM HEPES-NaOH Puffer
(pH 8,7) entsprechen 100% relative Aktivitat 56/8nd.

4.1.14.2 Untersuchung des Substratspektrums

Sowohl UMP als auch CMP dienen als gleichwertigbesBate, fir AMP konnte eine geringe
Akzeptanz (10%) festgestellt werden (Abbildung 32ie hier erhaltenen Ergebnisse spiegeln
qualitativ betrachtet die zuvor veroffentlichen Eawieder (Van Rompagt al. 1999, Pastet

al. 2003). Lediglich fur dUMP wurde in der Literatume relative Aktivitdt von 12%
beschrieben (Van Rompagt al. 1999), was in dieser Arbeit jedoch nicht festgéisteerden

konnte.
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Abbildung 54: Substratspektrum der HissUMPK

Dierelative Aktivitat fir das Substrat UMP wurde m@QPb6 bewertet. Fir CMP zeigt das rekombinante Enzym
die gleiche Akzeptanz. Fur AMP konnte eine geridgeeptanz (10%) festgestellt werden. Fiur dTMP, dUMP
und GMP konnte keine Aktivitat nachgewiesen werd®2% relative Aktivitat entsprechen 65,0 U/mg.
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4.1.14.3 Bestimmung der Substratkinetik

Die kinetischen Daten fur das Substrat UMP undd#&n Phosphatdonor ATP zeigen eine
einfache Michaelis-Menten-Kinetik (Abbildung 55 uidbelle 64).
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Abbildung 55: Kinetische Analyse der HigUMPK fiir ATP (A.) und fiir UMP (B.)

Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte nfihdier Software Sigma Plot 10.0. Die kinetischerteDa
wurden durch nicht lineare Regressionsanalyse gperigmentellen Daten bestimmt. Bei den vorliegenden
hyperbolen Verlaufen der Kurven wurden die kinétest Konstanten Kund V. mit der Michaelis-Menten-
Gleichung bestimmt. Die Untersuchungen ergabenneikg-Wert von 0,09 mM fir ATP (R 0,9875;
Vmax 30,2 U/mg) und fiir UMP einenWert von 0,08 mM (R 0,9881; Vi 32,5 U/mg).

Tabelle 64: Kinetische Daten der rekombinanten HigJMPK
Km Kcat Kcat/K
Substrat L L L
[mM] [s7] [s™*mM 7]
UMP 0,08 0,64 8,0
ATP 0,09 0,64 7,1

Der ermittelte Km-Wert der HMPK (Tabelle 64) fiur das Substrat UMP weicht
geringfugig von den vertffentlichen Daten der Later ab (Tabelle 65). Die Abweichungen
zu Pastiet al. und Segurat al. sind auf die jeweils unterschiedlichen Zusammensgen
des Aktivitatstestes zuriickzufihren (P&s$tal. 2003, Segura-Pei@ al. 2004). Im Gegensatz
zu GST-UMPK zeigt die H®MPK eine ca. 20-fach erhohte Affinitat fur UMP (Va
Rompayet al. 1999). Van Rompagt al. verwendeten fur die kWert Bestimmung dariber
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hinaus eine HPLC Methode, so dass ein direkter €ty auch hier nicht moglich ist. Far

den Phosphatdonor ATP wurden keine vergleichbaerbin der Literatur gefunden.

Tabelle 65: Vergleich der K,-Werte fur UMP von UMP-Kinasen aus der Literatur

Van Rompay Pasti Segura- Pena
(1999) (2004) (2004)
Kn-Wert: UMP 1,60 mM 0,05 mM 0,03 mM

4.1.14.4 Inhibitionsuntersuchungen

Uber die Edukt- und Produktkonzentration der eingel Substanzen von UMP und UDP
wurde zunachst eine Zeit-Umsatz-Bestimmung fur Rildung von UDP ohne Zusatz von
Inhibitoren aufgenommen. Hierzu wurde der Enzymassaschliel3lich der Regeneration
von ATP mittels CE-UV Analytik verwendet. Die Unseichung zeigte hier schon eine
deutliche Produktinhibition der HIIMPK durch UDPnach 30 minAbbildung 58.
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Abbildung 56: Zeit-Umsatz-Diagramm der HisUMPK fir die Synthese von UDP im analytischen
Mafstab (1 mL)

Durch CE-UV Analytik konnte die Bildung von UDP aUu#P mithilfe der HigUMPK bei 254 nm detektiert

werden. Die Ergebnisse zeigen eine deutliche Ptothikition nach 30 min. 100% Umsatz von UMP enitsitr

einer Konzentration von 2 mM.

Der Einfluss der Produktinhibition von UDP auf dé&msatz von UMP wurde nach
Kapitel 3.7.1.4 mittels CE-UV Analyse untersucht.ieH konnte eine deutliche
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Produktinhibition mit einem 1§ von 0,096 mM festgestellt werden (Abbildung 57, BWhter
der Berucksichtigung eines kompetitiven Inhibitioreglells wurde mithilfe des KzK;

Converters  (http://botdb.abcc.ncifcrf.gov/toxin/kiConvertep)s  flr UDP eine
Inhibitionskonstante KWert von 3,5 uM ermittelt (Ceat al. 2009).
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Abbildung 57: Produktinhibition der His (UMPK durch UDP (A.) und Kreuzinhibition durch ADP ( B.)

Die HissUMPK zeigt ein starke Produktinhibition durch UDRC{; 0,096 mM + 0,0116) und eine
Kreuzinhibition durch ADP (I 0,138 mM + 0,010). Die Daten wurden unter Benntgder Software Sigma
Plot 10.0 (SPSS GmbH Software, Germany) berectifés relative Aktivitat entsprechen 65 U/mg.

Die Kreuzinhibition durch ADP auf den Umsatz von BMurde nach Kapitel 3.7.1.4 mittels
CE-UV Analyse untersucht. Die ermittelte Inhibtiaturch ADP mit einem I von
0,138 mM (Abbildung 57, B) verdeutlicht die Notwégkkeit der Regeneration des
Phosphatdonors ATP durch Phosphoenolpyruvat (PERhilfe des Fotometertestes nach
Kapitel 3.7.1.4 konnte keine Inhibition fir UDP-Glad UDP-GIcA festgestellt werden.

1007
801
601

401

Relative Aktivitat [%]

201

Ohne Additiv’ =~ UDP-GIcA UDP-Glc
5mM 5mM

Abbildung 58: Kreuzinhibition der His gUMPK durch UDP-GIcA und UDP-Glc

Die Kreuzinhibition der Substrate UDP-GIcA und UG wurde mithilfe des Fotometertestes (Kapitel B1)
durch Zugabe von 0,02-5 mM des entsprechenden bihidkdickers untersucht. 100% relative Aktivitat
entsprechen 65 U/mg.
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4.1.15 Bereitstellung der SuSyl1 aus Solanum tuberosum

Zur Produktion der SuSylS6lanum tuberosumstanden die in der Arbeitsgruppe bereits
etablierte eukaryontische Genxpression Sn cerevisiaeals auch die prokaryontische

Expression vosuslin E. coli zur Verfigung.

4.1.15.1 Produktion der SuSyl in E. coli unter der Kontrolle des T7-Pomotors

Fur die heterologe Expression veuslin E. coliwurde das Konstrukt pET2&ais1lunter der
Kontrolle des T7-Promotors i. coli BL21(DE3) genutzt (Sauerzaptt al. 2008). Der
T7-Promotor wurde mit 100 pM IPTG/L TB-Medium inde#. Nach einer
Postinduktionszeit von 20 h konnten 16Eg coli Zellen/L Medium geerntet werden. Die
SDS-PAGE Analyse bestatigte eine erfolgreiche Patdo von SuSyl und Aufreinigung
durch Anionenaustauschchromatrografie (AEX) (Abloilg 59). Das Zellpellet lasst jedoch
die Bildung von jnclusion bodieserkennen. Die spezifische Aktivitat betrug 0,18rig.

SuSy1 (92,6 kDa) N> : 100 kDa

Lo 55 kDa
40 kDa

- 34 kDa

Abbildung 59: SDS-PAGE Analyse (Coomassie Farbungler SuSyl, produziert in E. coli BL21(DE3)
unter der Kontrolle des T7-Pomotors

Spur 1: Rohextrakt; Spur 2: AEX-Pool; Spur 3: Pirntegarker (PageRuler™Prestained Protein Ladder,

Fermentas); Spur 4: Zellpellet.
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4.1.15.2 Produktion der SuSyl in S. cerevisiae unter der Kontrolle des
PMA1-Pomotors

Schrader und Romer gelang die Produktion von SuBy5. cerevisiaemithilfe des
Konstruktes pDR195uslunter der Kontrolle des PMA1-Promotors (Schrad#8L Rémer
et al. 2004)). PMA1 codiert die Plasma-Membrai-ATPase (Serranet al. 1986). In der
exponentiellen Wachstumsphase entfallen auf daangesPlasmamembran Protein 50% des
PMA1 Proteins (Serano 1991). Der konstitutive Prmnonacht eine aufwendige Induktion
uberflissig und vereinfacht das Fermentationsvesfalin hohem MalRe (Cot al. 2000).
Die Expression des Zielproteins erfordert jedociktst aerobe Bedingungen. Der fakultativ
anaerobe Ascomyceten-Stamm ist bekannt fir seinabti@e Effekt (De Deken 1966).
Durch den Crabtree Effekt kommt es unter aerobethrigengen bei einer Glc-Konzentration
>0,25 g/L zur Bildung von Ethanol. Damit ist einengdristige Repression der Atmung
verbunden, involviert sind hier die Enzyme des dnonsaurezyklus und der Atmungskette.
Die Repression der Atmung geht einher mit der Regioe des Promotors. Die negative
Energiebilanz der Garung fuhrt zwangslaufig zu eciilen Zellausbeuten. Das Erreichen von
hohen Zellausbeuten und die Expression gosl unter der Kontrolle des konstitutiven
PMA1-Promotors erfordern ein Zulaufverfahren (FeatdB-Verfahren), um hohe
Glc-Konzentrationen zu vermeiden. Rongtral konnten mit diesem Verfahren nach 36 h
Fermentationszeit 12060 U/798 g Biofeuchtmassenane 40 L Fermenter erzielen (R6mer
et al. 2004). Wegen technischer Komplikationen wurdendar vorliegenden Arbeit nur
Schuttelkolben-Expressionen durchgefuhrt. Hierlv@lgte die konstitutive Expression des
Glykosyltransferasegens flr 48 h bei 30°C 1 L SDdMm mit 2% Glc und entsprechenden
Supplementen im 5 L Schiittelkolben. Die Zellausbendtrug 6,5 g Hefezellen/L Medium.
Die SDS-PAGE Analyse zeigte eine erfolgreiche Pktida und Aufreinigung des Enzyms
(Abbildung 60). Die spezifische Aktivitat betrudl@,U/mg.
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Abbildung 60: SDS-PAGE Analyse (Coomassie Farbung)er SuSy1, produziert inS. cerevisiae BY4742
unter der Kontrolle des PMA1-Pomotors

Spur 1. Proteinmarker (PageRuler™Prestained Prdteitdder, Fermentas); Spur 2: Rohextrakt; Spur 3:

Waschfraktionen; Spur 4: AEX-Pool; Spur 5: Protesnker (PageRuler™Prestained Protein Ladder,

Fermentas).

4.1.15.3 Klonierung von susl in den Vektor pYES2/CT zur Expression in

S. cerevisiae unter der Kontrolle des Gall-Promotors

Um auch die Expression vorsusl in S. cerevisiaein kleinerem Mal3stab ohne
Zulaufverfahren zu ermdglichen, schien das pYES28y3tem von Invitrogen mit einem
Gal-induzierbaren Promotor eine alternative Stiateg bieten. In Anwesenheit von Glc ist
die Transkription unter der Kontrolle des Gall-Pobons inS. cerevisiageprimiert (Westt

al. 1984). Die Transkription kann induziert werdennbdtntfernen der Glc und Hinzufligen
von Gal als C-Quelle (Ginigeat al. 1985). Eine alternative C-Quelle bietet das Tibacid
Raffinose. Hier wird durch Raffinose die Transkioptausgehend vom Gall-Promotor weder
inhibiert noch induziert. Die Zugabe von Gal zum dilen induziert die Expression des
Zielgens in Gegenwart von Raffinose (Info: pYES2/®&nual, Invitrogen). Dabei ist die
Induktion des Gall-Promotors durch Gal schnelle£efien, die von Beginn an in Raffinose
kultiviert wurden. Um dieser Strategie zu folgenyrde dasus1Gen ausgehend vom bereits
vorhandenen Konstrukt pDR1%bis1 in den Vektor pYES2/CT Uber die Schnittstellen
BamHI und Notl kloniert. Nach erfolgreicher Klonierung, bestatajirch Sequenzierung,
erfolgte die Expression vauslin S. cerevisiaBdY4742 unter Induktion des Gall-Promotors
mit speziellem Induktionsmedium in einem 1-L-Schikiblben. Diese Arbeiten wurden von

B. Sc. Manja Henze im Rahmen ihrer Masterarbeithuyefihrt.



Ergebnisse und Diskussion 141

4.1.15.4 Produktion der SuSyl in S. cerevisiae unter der Kontrolle des

Gall-Pomotors

Nach Aufreinigung von SuSyl mittels Anionenaustholcomatografie konnte mittels SDS-
PAGE Analyse die erfolgreiche Produktion von SuSydit dem theoretischen
Molekulargewicht von 92,6 kDa bestétigt werden (#dilng 61). Die Zellausbeute nach
48-stundiger Inkubationszeit bei 30°C betrug n@rgfL. Fur die spezifische Aktivitat konnte

ein Wert von 0,21 U/mg ermittelt werden.

95 kDa <@ suSy1 (926 kDa)

55 kDa
=2
5 6 7

Abbildung 61: SDS-PAGE Analyse (Coomassie Farbungler SuSy1, produziert inS. cerevisiae BY4742
unter der Kontrolle des Gall-Promotors

Spur 1: Proteinmarker (PageRuler™Prestained Prdteiider, Ferme ntas); Spur 2: Zellpellet; Spur 3:

Rohextrakt; Spur 4: Durchfluf3; Spur 5: WaschfraktiSpur 6 und Spur 7: AEX-Pool.

40 kDa

34 kDa

4.1.15.5 Vergleich der verschiedenen Produktionsstr  ategien der SuSy1l

Um eine Bewertung der unterschiedlichen Produkstategien der SuSyl im
Schittelkolben vorzunehmen, wurden die jeweiligenool® der aufgereinigten
Proteinfraktionen (AEX-Pool) aus den unterschidit Expressionssystemen hinsichtlich
ihres Proteingehaltes und ihrer Enzymaktivitat tsueht (Tabelle 66).
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Tabelle 66: Vergleich der Produktionsstrategien deSuSy1

Gesamt- Proteinausbeute/ Spezifische
aktivitat/Batch Zellfeuchtmasse Aktivitat
(V] [mg/g] [U/mg]

SuSy1l
aussS. cerevisiae 1,9 2,4 0,12
(pDR195-susl)
SuSyl 2,1 2,3 0,21
ausS. cerevisiae
(PYES/CT-susl)
SuSy1l 4.8 2,3 0,13
auskE. cali
(pET28a-susl)

Der Vergleich der spezifischen Aktivitaten von SuiSkeferte Werte in der gleichen
GroRRenordnung. Die spezifische Aktivitat der SuSgisgehend vom induzierbaren
Gall-Promotor ist ca. 1,8-fach erhoht. Die Protegteeute betréagt in allen Fallen
2,3-2,4 mg/g Zellfeuchtmasse. Ein wesentlicher téotdied besteht in der Ausbeute an
Zellmasse. Fur die Expression vaoslin E. coli BL21(DE3) konnten 16 g Zellen/L
Batchansatz gewonnen werden. Dem gegenuber seedetlausbeute fur die Hefeexpression
mit 4-6 g Zellen/L. SuSy1, produziert $ @revisiae (pDR195us) unter der Kontrolle des
konstitutiven PMA1-Promotors verlangt, wie beresishon gezeigt wurde, aufgrund des
bekannten Crabtree Effektes ein Fed-Batch-Verfatiden Batch Ansatz fihrt zu geringerem
Zellwachstum und geringeren spezifischen Aktivitdteie Funktionalitat der Expression von
suslunter der Kontrolle des Gall-Promotors konnte iasdim ersten Versuch bestatigt
werden. Eine Optimierung wurde hier jedoch noctingturchgefiihrt, so dass in Zukunft mit
hoheren Zellausbeuten und eventuell auch hoherezifiggchen Aktivitdten gerechnet werden
kann. Insgesamt ist zu beachten, dass hier die €l€Raffinose, im Vergleich zu Glc
langsamer verstoffwechselt wird und so zu einenzdgerten Anstieg des Zellwachstums
fuhrt. Die Expression vosuslin E. coliwurde bereits optimiert (Sauerzagfieal. 2008). Die
hohere Zellausbeute fihrt so zu einer hoheren A#itsausbeute. Fir eine prokaryontische
Expression einer Glykosyltransferase im Schittbl&niMalistab stellt dieser Ansatz
durchaus eine zufriedenstellende vertretbare $ismatar.
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4.1.16 Bereitstellung der His ¢NOX aus Lactobacillus brevis

Die NADH-Oxidase (NOX) ausLactobacillus brevis,die Wasser als Nebenprodukt
produziert, eignet sich hervorragend zur Regermmration NAD (Geuekeet al. 2003,
Hummel und Riebel 2003, Kuzet al. 2005). Das Plasmid pET28assnox wurde zur
Produktion der rekombinanten NADH-Oxidase, Ni©®X, von Prof. W. Humme(institut fir
Molekulare Enzym-Technologie, Forschungszentrumicljil Heinrich-Heine-University
Dusseldorf, Julich, Deutschland) zur Verfigung eist Die Gensequenz der NOX
(UniProtKB/Swiss-Prot/acession number: Q8KRG4) wveurdon der Arbeitsgruppe Prof.
Hummel Gber die SchnittstelleNdel und Xhol in den Vektor pET28a kloniert. Nach
Transformation inE. coli BL21(DE3) erfolgte die Expression und Aufreinigumgch
Kapitel 3.6.3. Die SDS-PAGE Analyse (Abbildung 62igte aufgereinigtes Protein mit
einem Molekulargewicht von 51 kDa. Nach Expressison hissnox konnten
14 gE. coliBL21(DE3) Zellen/L TB Medium geerntet werden.

70 kDa
His,;NOX(51 kDA) M- ey -— = ' 55 kDa
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Abbildung 62: SDS-PAGE Analyse (Coomassie Farbungypler HissNOX nach Aufreinigung mittels
Ni**-NTA Sepharose

Spur 1: Imac Pool; Spur 2: Waschfraktionen; Spub@.chflu3; Spur 4: Rohextrakt; Spur 5: Zellpell®pur 6:

Proteinmarker (PageRuler™Prestained Protein Laddementas). Das detektierte Molekulargewicht eitkp

dem theoretischen von 51 kDa.

Nach der Aufreinigung wurde der IMAC-Pool hinsiotitl des Proteingehaltes und der
Enzymaktivitat analysiert. Auf die Untersuchung deshextraktes wurde wegen der hohen
Nebenaktivitaten von vorhandenen Oxidasen verichisgesamt konnten 1955 U/10 g
E. coliBL21(DES3) Zellen an Gesamtaktivitat berechnet war{Tabelle 67). Damit zeichnet
sich die HigNOX als enzymatisch hoch aktives Enzym zur Regeioeraon NAD™ aus, das
sich sehr effizient ifE. coli produzieren lasst.
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Tabelle 67: Aufreinigung der HisNOX mittels Ni*-NTA Sepharose

Volumen Gesamtaktivitat Gesamtprotein Spezifische
Aktivitat
[mL] [U] [mg] [U/mg]

IMAC Pool 22,4 1954,5 30,0 87,3
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4.2 Entwicklung und Optimierung von modularen Enzym -

Kaskaden zur Synthese von UDP-GICA

4.2.1  Synthese von UDP-GIcA mit dem UGDH-Modul (Modul C)

4.2.1.1 Synthese von UDP-GIcA mit dem UGDH-Modul (M odul C) unter

Einsatz des Laktat-Dehydrogenase/Pyruvat-Systems

Eine kostengiinstige Synthese von UDP-GICA setztRéigeneration des Kofaktors NAD
voraus. Hierfir wurde zunachst die kommerziell #liche Laktat-Dehydrogenase (LDH aus
Kaninchenmuskel, Roche, Schweiz) verwendet und @&asuvat/Laktat-System zur
Regeneration angewandt (Abbildung 11, 1). Erstesigre im analytischen Maf3stab (1 mL)
mit 0,5 mM NAD", 2 mM UDP-Glc, 4 mM Pyruvat, 10 U/uL LDH und 1,5 HissUGDH
zeigten eine ineffiziente Regeneration von NADnter Einsatz der Kapillarelektrophorese
konnte mithilfe der kommerziellen StandardsubstdADH bereits nach 10 min Synthesezeit
die Bildung von NADH nachgewiesen werden (Abbild@&3d).
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Abbildung 63: CE-UV-Analyse der Synthese von UDP-@A (ModulC) unter Einsatz des
Laktat-Dehydrogenase/Pyruvat-Systems im analytischreMalstab (1 mL)

Der Ansatz im analytischen MaRstab enthielt 0,5 MAD*, 2 mM UDP-Glc, 4 mM Pyruvat, 10 U/uL LDH

und 1,5 U HisUGDH. Die Bildung von NADH (Migrationszeit: 14,7 mjikann schon nach 10 min Synthesezeit

nachgewiesen werden. Die Migrationszeit von NADetragt 9,9 min, von UDP-Glc 11,9 min und von

UDP-GIcA 17,5 min.
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Nach 24 h Synthesezeit (Abbildung 64) ist die Owatavon UDP-GIlc unter Verwendung
des Laktat/Pyruvat-Systems trotz ca. 8-fachen Wbesses an LDH nicht quantitativ. Die
stagnierende Umsetzung von UDP-Glc ist hier auffeldende Verfligbarkeit des Kofaktors
NAD™ zuriickzufihren. Laut Literaturrecherche (Info Bdefer Mannheim) liegt das
pH-Optimum der LDH aus Kaninchenmuskel bei pH @@r K,-Wert flr Pyruvat betragt
0,12 mM und far NADH 0,012 mM. Die RestaktivitatilgH 8,7 betragt 50%. Zusatzlich
kommt es zu einer leichten Inhibition der LDH bgré/atkonzentrationer 2 mM. Dariiber
hinaus wird nach ca. 3 h zusatzlich eine chemistygrolyse des Zielproduktes UDP-GIcA
deutlich, erkennbar an der Freisetzung von UDRlass nach 24 h Synthesezeit nur noch ca.
0,2 mM UDP-GIcA zu detektieren sind. Die Ergebnidsaten schon hier die Notwendigkeit
einer schnellen Synthesestrategie an, um eine sbbmiHydrolyse des Zielproduktes
UDP-GIcA zu vermeiden.
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Abbildung 64: Synthese von UDP-GIcA mit der HigUGDH (Modul C) unter Einsatz des Laktat-
Dehydrogenase/Pyruvat-Systems im analytischen Mal&di (1mL)

Der Ansatz im analytischen Maf3stab setzte sichmmsn aus 50 mM Tris-HCI (pH 8,7), 5 mM DTT, 0,5 mM

NAD", 2 mM UDP-Glc, 4 mM Pyruvat, 10 U LDH und 1,5 UsftiGDH.
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4.2.1.2 Synthese von UDP-GIcA mit dem UGDH-Modul (M odul C) unter
Einsatz des NADH-Oxidase/O ,-Systems

Im Gegensatz zur LDH offenbarte sich die bereits gder Arbeitsgruppe Prof. W. Hummel
charakterisierte  NADH-Oxidase (NOX) ausactobacillus brevis(Geuekeet al. 2003,
Hummel wund Riebel 2003) als leistungsstarkes Enzyfiir eine effiziente
Kofaktorregeneration, (Abbildung 11, 2). Das honatmere Flavoenzym, das bei der
Oxidation von NADH Wasser als Nebenprodukt proddgzieerfigt Uber eine sehr hohe
Affinitat Zu NADH (Km= 24 UM). Das pH-Optimum
(0,1 M Zitronensaure/Natriumphosphatpuffer) wurdephl 6,0 angegeben.

4.2.1.3 Synthese von UDP-GIcA mit dem UGDH-/KfiD-Mo dul (Modul C) im

analytischen Mal3stab

Erste Versuche zur Synthese von 3 mM UDP-GIcA imaldischen Mal3stabeigten fur die
rekombinante H@JGDH die erfolgreichein situ Regeneration von NAD Um eine
vollstandige Regeneration des Kofaktors zu gewdtele und das nicht optimale
pH-Optimum auszugleichen, wurde ein 1,5-facher Btlmuss an HOX gewahlt.
Wahrend der Synthesezeit wird ein Umsatz von UD®-£&i UDP-GICA beobachtet. Der
Kofaktor NAD" wird sehr effizient regeneriert, da die BildungnvdADH nicht detektiert
werden kann (Abbildung 65).
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Abbildung 65: Synthese von UDP-GIcA mit der HigUGDH (Modul C) unter Einsatz des NADH-
Oxidase/O-Systems im analytischen Maf3stab (1 mL)

Das CE-UV Elektropherogramm zeigt den Umsatz van\8 UDP-Glc (Migrationszeit: 11,9 min) zu UDP-

GIcA (Migrationszeit: 17,2 min) mit HE®/GDH und die erfolgreiché situ Regeneration von 0,5 mM NAD

(Migrationszeit: 9,8 min) nach 2 h Synthesezeite DMigrationszeit von UDP-Glc betragt 11,6 min und

UDP-GIcA von 16,6 min.
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Zur Optimierung der Oxidationsreaktion von UDP-@laschlie3lich der Regeneration von
NAD"* wurden 3 verschiedene Konzentrationen von NA®25 mM, 0,5 mM und 1 mM
NAD™) verwendet. Abbildung 66 zeigt die erfolgreicimesitu Regeneration von NADin
Abh&ngigkeit von seiner eingesetzten Konzentratiblach 3 h Synthesezeit ist ein
vollstandiger Umsatz von UDP-GIlc zu verzeichnenr Bmsatz von 1 mM NAD erweist
sich als schnellste Reaktion. Mit 0,5 mM und 0,28 WAD" ist nach 3 h Synthesezeit der
Umsatz von UDP-Glc quantitativ. Die abfallende Kentzation von UDP-GIcA nach 3 h im
Versuchsansatz mit 1 mM NADist mit der Hydrolyse durch Freisetzung von UDP zu
begrinden. Um eine sichere und kosteneffiziente ddkiion von UDP-GICA zu
gewahrleisten wurde fiir weitere Synthesen von UDEA@nit der humanen H&JGDH eine
Konzentration von 0,5 mM NAD gewahlt, die oberhalb desKNertes (K, fur NAD™
0,44 mM) liegt (Abbildung 46).
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Abbildung 66: Optimierung der in vitro Synthese von UDP-GIcA mit der HigJGDH (Modul C) unter
Einsatz des NADH-Oxidase/Q-Systems im analytischen MaRstab (1 mL)

Der Ansatz im analytischen Maf3stab setzte sichramssn aus 50 mM Tris-HCI (pH 8,7), 5 mM DTT, 1 U/mL

HissUGDH, 1,5 U/mL HigNOX, 3 mM UDP-Glc und 1 mM bzw. 0,5 mM bzw. 0,25 mAD™.

In einem nachsten Schritt erfolgte eine Mal3stalgsi@erung der UDP-Glc-Konzentration
im analytischen Malistab (Abbildung 67). Mit 5 mM BIIc betrdgt die gewahlte
Substratkonzentration fur HISGDH das 167-fache und fur HKfiD das 20-fache des
Kn-Wertes. Das Diagramm zeigt eine zufriedenstelledggmM (98%) Ausbeute flr
HissUGDH bzw. 4,1 mM (82%) fur H&fiD nach 5 h Synthesezeit. Der Grund fur die
geringere Ausbeute an UDP-GIcA durch VerwendungHisgKfiD ist auf die schlechtere
Enzymstabilitat zurtickzufihren (Anhang, Abbildurgl) Hier sind nach 5 h nur noch ca.

80% Restaktivitat vorhanden. Nach 6 h ist in beifigntheseansatzen wieder eine chemische
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Hydrolyse von UDP-GIcA zu verzeichnen. Hier wirdhsedeutlich, dass eine schnelle
Synthesestrategie fur UDP-GIcA erforderlich ist, @me Hydrolyse des Zielproduktes zu
vermeiden. Mit beiden Synthesestrategien konnteMtisse der UDP-GICA fur [M-H]mit
m/z579 und die Masse von UDP fur [M-Hhit m/z403 detektiert werden (Abbildung 68).
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Abbildung 67: In vitro Synthese von UDP-GIcA mit der HigUGDH bzw. HisKfiD (Modul C) unter
Einsatz des NADH-Oxidase/@-Systems im analytischen MaRstab (1 mL)

Der Ansatz im analytischen Maf3stab setzte sichramsn aus 50 mM Tris-HCI (pH 8,7), 5 mM DTT, 1 U/mL

HissgUGDH bzw. 1 U/mL HigKfiD, 1,5 U/mL HigNOX, 5 mM UDP-Glc und 0,5 mM NAD
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Abbildung 68: ESI-MS Analyse der Synthese von UDP-IBA mit der HisgUGDH (A.) und HisgKfiD (B.)
(Modul C) im analytischen Maf3stab

In den Ansétzen A. und B. wurde die detektierte dédas/z579,2 fir [M-H] der berechneten Masse [Mi/z

580,3 zugeordnet.
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4.2.1.4 Semipraparative Synthese von UDP-GICA mitd em UGDH-Modul
(Modul C)

Um das Produkt UDP-GIcA auch mittels NMR Analyse charakterisieren, wurde eine
semipraparative Synthese angestrebt. Obwohl beate/dogenasen ihre Funktionalitat im
UGDH-Modul bestatigten, wurde der Einsatz von ¢HiSDH aufgrund der hodheren
katalytischen Effizienz bevorzugt. In einem Ansatm 10 mL, kontrolliert tber CE-UV
Analyse bei 254 nm (Abbildung 142), erméglichte #lessUGDH nach 5 h Synthesezeit
einen 92%-igen Umsatz von UDP-GIc (4,6 mM) zu UDIBAG(Abbildung 69). Zu diesem
Zeitpunkt wurde die Synthese abgebrochen, um diemgdthe Hydrolyse des
Nukleotidzuckers zu vermeiden. Mit einer Ausbeutn v,6 mM UDP-GIcA konnte der

Kofaktor NAD" in 19 Zyklen regeneriert werden.
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Abbildung 69: In vitro Synthese von UDP-GIcA mit der HigUGDH (Modul C) unter Einsatz des
NADH-Oxidase/O,-Systems im semipraparativen Maf3stab (10 mL)

Die Synthese der UDP-GIcA wurde mit 50 mM Tris-H@H 8,7), 5 mM UDP-Glc, 0,5 mM NAD 1 U/mL

HissUGDH und 1,5 HigNOX/mL fur 5 h bei 30°C durchgefihrt. Nach 5 h ktsmein Umsatz von 4,6 mM fir

UDP-Glc detektiert werden.
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Die Aufreinigung der UDP-GIcA aus dem Syntheseansafolgte mit der praparativen
HILIC Methode (Kapitel 3.12.5.1). Durch Einstelludgs Wasser/Puffer-Gradienten konnte
eine gute Trennung der Substrate NADDP-GIc und UDP-GIcA erzielt werden

(Abbildung 70).

3000

| | J | |
| I ] | |
| | | | |
2500 ——1—-— 4 —— 4 ——4+ — = — - — — |— — -4 — =
| | | | |
| | | | |
| | | | |

e

T

|

|

|

|
-1 ___

|

|
e

|

|
—— - — =

|

|
e

|

|

[l

|

|

|

|

|

2000

1500

mAU

1000

500

0
421
44
e e S

Abbildung 70: Produktisolierung von UDP-GICA mit der préparativen HILIC Methode unter Einsatz
einer Multospher APS-HP 5pL 100x3 mm Séaule

Das Chromatogramm zeigt die Trennung der SubstfdfD® (Retentionszeit: 20 min), UDP-Glc

(Retentionszeit: 24,5 min) und UDP-GIcA (Retentimgis 32 min) durch den Elutionsgradienten Uber &80

bei einer Flussrate von 5 mL/min. [Elutionslésung (200% MilliQ H,O) bis 100% Elutionslésung B

(0,4 M NH,CH;COO, pH 6,7)].

Insgesamt konnten mit diesem Verfahren 13 mg (221@bl) Nukleotidzucker mit einer
Gesamtausbeute von 49% gewonnen werden. Der hahesian Gesamtausbeute ist auf die
chemische Produktinstabilitat wahrend des Aufeinggverfahrens zurickzufuhren. Die
anschlieende MS Analytik bestatigte die molekuldasse des Nukleotidzuckers mit
m/z579,2 fur [M-H] und die Masse fir UDP mt/z403,1 fur [M-H] (Abbildung 71). Somit
zeigt die MS Analytik auch hier wieder das Nebedpid UDP an. Die abschliel3ende
Untersuchung mittelfH-NMR Spektroskopie bestétigt eindeutig die Intégriler UDP-GIcA
(Abbildung 72). Die berechneten Daten sind in Ulmsténmung mit den Literaturwerten von
(Yang und BaiPeled 2010).
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Abbildung 71: ESI-MS Analyse der Synthese von UDP-BA mit der HisgUGDH (Modul C) im
semipraparativen Mal3stab
Die detektierte Mass®/z579,2 fur [M-H] wurde der berechneten Masse [M}z580,3 zugeordnet.

Abbildung 72: *H-NMR Spektrum von UDP-a-D-GIcA

Das Spektrum wurde aufgenommen inOD(400 MHz; 30°C) mit einem Bruker AV 400 Ultra S
Spektrometer. Die chemische Verschiebung ist armges-Malistab [ppm] und die Kopplungskonstanten in
Hertz.

$=7,92 (d,J=8,14 Hz, 1H, Ura H-6"); 5,96 (m, 2H, Rib H-1', Uid-5"); 5,61 (d,J= 3,44
Hz, 0,5 H, GlcAe H-1*): 5,59 (= 3,46 Hz, 0,5 H, GlcAr H-1*%); 4,34 (m, Rib H-2"; Rib
H-3): 4,26 (m, Rib H-4); 4,17 (m, Rib H-5); 4,1@, J=10,2 Hz; 2H, GIcA H-5); 3,75 (t;
J=9,46 Hz; 2H, GIcA H-3); 3,56 (dt]= 9,79 Hz, 2H, GIcA H-2); 3,49 (§=9,39 Hz, 2H,
GIcA H-4)
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4.2.2  Ein-Topf Synthese von UDP-GIcA durch Kopplung des SuSy-
Moduls mit dem UGDH-Modul (Modul B + Modul C)

Der einstufigen Synthese von UDP-GIcCA sollte eimemkinatorische Synthesestrategie
ausgehend von UDP und der preiswerten Saccharg@nigieergestellt werden (Abbildung
12). In Modul B wird die Saccharose Synthase 1 eedet zur Synthese von UDP-Glc. Zur
Expression vonsusl standen zwei unterschiedliche Systeme zur Verfggubie
Charakterisierung von SuSy1 produziert in Hefelgtéobereits durch Romet al. (Romeret
al. 2004). Sauerzapfet. al. fihrten die Expression vasuslin E. coli durch (Sauerzapfet
al. 2008). Die verschiedenen Expressionsstrategieriefifzu rekombinanten Enzymen mit

unterschiedlichen biokatalytischen Eigenschaften.

4.2.2.1 Synthese von UDP-GIcA mit SuSyl, produziert in S. cerevisiae

Nach Expression vorsuslin S. cerevisiaezeigt das aufgereinigte Enzym eine starke
Substratinhibition durch UDP (0,11 mM). Aus diesem Grund wurde zunachst zur
Kopplung des UGDH-Moduls mit dem SuSy-Modul fiir ddesgangssubstrate eine 1 mM
UDP-Konzentration und eine 300 mM Saccharose-Kamagon gewéhlt. Des Weiteren
erfolgte aufgrund der unterschiedlichen pH-Pradiée Enzyme der Einsatz unterschiedlicher
Verhaltnisse an Enzymaktivitaten (0,75 U SuSyl;U,BissUGDH; 2 U HigNOX) fur das
Puffersystem 50 mM Tris-HCI (pH 7,8) bei einer Targiur von 30°C. Die Synthese
(Abbildung 73) im analytischen Mal3stab (1 mL) wurndigtels CE-UV Analyse, die eine gute
Trennung von UDP, UDP-GIlc und UDP-GIcA ermdglickontrolliert. Nach 2 h wurde ein
90%-iger Umsatz von UDP zu UDP-GICA mittels §ti&SDH verzeichnet. Langere

Synthesezeiten bestatigen wieder die chemischedygdr des Nukleotidzuckers.
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Abbildung 73: Ein-Topf Synthese von UDP-GIcA mit de HisgUGDH und SuSyl, produziert in
S. cerevisiae, (Modul B + Modul C) im analytischen Maf3stab (1 mL)

Die Synthese der UDP-GIcA wurde durchgefithrt mit /& Tris-HCI (pH 7,8), 1 mM UDP, 300 mM

Saccharose, 0,5 mM NADO,75 U SuSyiproduziertS. cerevisiag 1,5 U HigUGDH und 2 U HigNOX fur

7 h bei 30°C. Nach 2 h konnte ein 90%-iger Umsatz UDP-Glc detektiert werden.

Nach HPLC Trennung von UDP-GIcA aus dem Synthesgar(&apitel 3.12.5.1) bestétigte
die Massenspektrometrie (ESI-MS) die erwartete Elggdbildung 74). Wiederholt zeigte
sich die Massen/z403,1, die dem Nukleotid UDP zuzuordnen ist. Inagaskonnte durch

Produktcharakterisierung die Funktionalitdt der bkamtorischen Synthesestrategie

abgesichert werden.
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Abbildung 74: ESI-MS Analyse der Ein-Topf Synthesevon UDP-GIcA mit der HissUGDH und SuSy1,
produziert in S. cerevisiae, (Modul B + Modul C) im analytischen MaR3stab
Die detektierte Mass®/z579,2 fur [M-H] wurde der berechneten Masse [M}]z580,3 zugeordnet.
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4.2.2.2 Synthese von UDP-GICcA mit SuSyl, produziert in E. coli

Fur Susyl, produziert ig. coli, wurde ein K,-Wert fir UDP von 0,2 mM und fir Saccharose
ein Km-Wert von 80,3 mM berechnet. Zur Kopplung d#SDH-Moduls mit dem SuSy-
Modul wurden hier ebenfalls fir die Ausgangssubsteane 1 mM UDP-Konzentration und
eine 300 mM Saccharose-Konzentration fur das Ryseem 50 mM Tris-HCI (pH 7,8) bei
einer Synthesetemperatur von 30°C gewahlt. Da Sudftarlkeine Substratinhibition durch
UDP zeigt, wurde der Einsatz an Enzymaktivitatedurgert (0,5 U SuSyl; 1 U HiSGDH;
1,5 U HigNOX). Trotz des reduzierten Einsatzes an Enzyma#ten konnte mit CE-UV
Analyse nach 4 h ein 90%-iger Umsatz von UDP zu WA festgestellt werden
(Abbildung 75). Damit entspricht diese Syntheseéhrem Verlauf weitgehend der Synthese
von UDP-GICA mit SuSyl, produziert in Hefe, mit @n 90%-igen Umsatz des
Ausgangssubstrates UDP nach 4 h. Die Charaktengjedes Zielproduktes durch MS
Analytik (Abbildung 76) sicherte die Integritat dBsikleotidzuckers. Die Funktionalitat des
gekoppelten SuSy- und UGDH-Moduls konnte auch iestatigt werden.
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Abbildung 75: Ein-Topf Synthese von UDP-GIcA mit de HisgUGDH und SuSyl, produziert inE. coli,
(Modul B + Modul C) im analytischen Maf3stab (1 mL)

Die Synthese des Nukleotidzuckers UDP-GIcA erfolgt60 mM Tris-HCI (pH 7,8) mit 0,5 mM NAD 1 mM

UDP, 300 mM Saccharose, 0,5 U SuSy1 (produzief. icol), 1 U HigUGDH und 1,5 U HigNOX fiir 5 h bei

30°C.
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Abbildung 76: ESI-MS Analyse der Ein-Topf Synthesevon UDP-GIcA mit der HissUGDH und SuSy1,
produziert in E. coli, (Modul B + Modul C) im analytischen Mal3stab
Die detektierte Mass®/z579,2 fur [M-H] wurde der berechneten Masse [M}]z580,3 zugeordnet.

4.2.3  Ein-Topf Synthese von UDP-GIcA durch Kopplung des UMPK-
Moduls mit dem SuSy- und UGDH-Modul
(Modul A + Modul B + Modul C)

Der letzte kombinatorische Schritt umfasste die ijdopg des UMPK-Moduls mit dem SuSy-
und UGDH-Modul (Abbildung 13). Die Charakterisieguder HigUMPK zeigte eine starke
Produktinhibition durch UDP (I&: 0,096 mM; K 3,5 uM). Der langsamere
Regenerationsprozess des Phosphatdonors ATP dascREP/Pyruvatkinase-System sollte
die Produktinhibition durch UDP beglnstigen. DiegBeeration von ATP ist unbedingt
erforderlich, da die H@&MPK durch ADP in ihrer Enzymaktivitat inhibiert wd.
Untersuchungen hierzu ergaben eineg-MVert von 0,1380 mM (Abbildung 57). Da SuSyl
nach Produktion irS. cerevisiaeeine starke Substratinhibition durch UDPi(KO,1 mM)
zeigt, wurde in Modul B SuSyl aus ddm coli Expressionssystem eingesetzt. Um die
reduzierte Enzymaktivitat der HISMPK bei pH 7,8 (80% Restaktivitat) zu kompensigren
wurde ein Uberschuss an Kinaseaktivitat gewéahltdass nun folgende Verhéltnisse an
Enzymaktivitaten eingesetzt wurden: 2 U {dIMPK; 1 U SuSy1; 2 U H@&GDH; 2,5 U
HissNOX und 10 U Pyruvatkinase fur das Puffersystemn®@ Tris-HCI (pH 7,8). Die
Synthesen im analytischen Maf3stab (Abbildung 77)dem mit 2 mM UMP und 0,2 mM
bzw. 0,5 mM und 1 mM ATP gestartet. Wie erwartdt dse Synthese im Ansatz 1
(2 mM ATP) mit der héchsten Startkonzentration &wsphatdonors ATP die schnellste
Reaktion. Der Einsatz von 0,2 mM ATP offenbart gmthoch als sehr langsam. Aufgrund der
starken Produktinhibition durch UDP (Bf0,096 mM) wurden im Ansatz 1 nicht mehr als
1,6 mM UMP (80%) umgesetzt. Nach 7 h Synthesezertlen laut CE-UV Analyse jedoch
nur 1,2 mM UDP-GIcA (Ansatz 1) erzielt. Nach diegait sind laut Berechnungen in den
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Anséatzen noch 0,3-0,5 mM UDP-GIlc zu finden. Einendbung der Konzentration an
rekombinanter HigdJGDH konnte fir einen schnelleren Umsatz von UDE-§irgen. Eine
stark anwachsende UDP-Konzentration ist keinemudégrsuchten Ansétze zu beobachten.
Die berechnete Konzentration an UDP (0,2 mM) nathS§nthesezeit wird der Hydrolyse
von UDP-GIcA zugeordnet. Die massenspektrometrischarakterisierung der UDP-GICA
(Abbildung 78) bestatigte die Funktionalitdt desrkinatorischen Systems. Auffallend ist
auch hier erneut der Massenpeak von UDP (m/z 408)Optimierung der Synthesestrategie
in einem Ansatz ausgehend von 2 mM UMP konnte ikiaftigen Versuchen ein
Enzymverhaltnis von 2 U HIEMPK; 1 U SuSy1; 4 U Hig®JGDH; 4,5 U HigNOX und 10 U
Pyruvatkinase verwendet werden. Aufgrund des haréorderlichen Enzymeinsatzes und
der starken Produktinhibition der H#MPK, die eine Mal3stabsvergré3erung in einem Ein-
Topf-Batch-Verfahren sehr erschwert, wurde zun&eiost weiteren Versuchen abgesehen
und eine frihzeitige Evaluation der verschiedengntt&sestrategien zur Produktion von
UDP-GIcA angestrebt.
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Abbildung 77: Ein-Topf Synthese von UDP-GIcA mit de HisgUMPK, SuSyl und HigUGDH
(Modul A + Modul B + Modul C) im analytischen MaR3stab (1 mL)
Die Synthese von UDP-GIcA erfolgte in 50 mM Tris-H@H 7,8) mit 0,5 mM NAD, 2 mM UMP, 300 mM
Saccharose, 2 U HIIMPK, 1 U SuSy1 (produziert i&. coli), 2 U HigUGDH und 2,5 U HigNOX fiir 7 h bei
30°C. Die Regeneration von ATP wurde durchgefiihit @ U Pyruvatkinase und 6 mM PEP. Als
Startkonzentration wurden 1 mM ATP bzw. 0,5 mM AliRd 0,2 mM ATP eingesetzt. Das Diagramm zeigt
eine Ausbeute von 1,2 mM UDP-GIcA (Ansatz 1: 1 mMM bzw. 0,9 mM UDP-GIcA (Ansatz 2: 0,5 mM
ATP) und 0,8 mM UDP-GIcA (Ansatz 3: 0,2 mM ATP) ha6 h Synthesezeit. Nach 7 h ist Hydrolyse von
UDP-GIcA zu detektieren.
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Abbildung 78: ESI-MS Analyse der Ein-Topf Synthesevon UDP-GIcA mit der HissUMPK, SuSyl und
HisgUGDH (Modul A + Modul B + Modul C) im analytischen MaRRstab

Die detektierte Massen/z 579,2 fur [M-H] wurde der berechneten Masse [ktfz 580,3 von UDP-GIcA

zugeordnet.

4.2.4  Evaluation der Synthesestrategien zur Produktionv ~ on UDP-GIcA

Die chemische Instabilitat der UDP-GICA erfordetre Synthesezeiten. Standzeiten von
mehr als 5 h unter den hier verwendeten Synthesaiatgen sind ungunstig. Folglich ist
eine kurze Synthesezeit erforderlich. KombinatdrescStrategien, die Kombination des
UGDH-Moduls mit dem SuSy-Modul alleine oder die Kmmation des UGDH-Moduls mit
dem SuSy-Modul und dem UMPK-Modul, verlangsamen 8gntheseprozess in einem Ein-
Topf-Batch-Verfahren. Die unterschiedlichen pH-@uider involvierten Enzyme verlangen
die Einstellung unterschiedlicher Enzymverhéltnisgde starke Produktinhibition der
HissUMPK durch UDP erschwert die Einstellung der Sudigtrhaltnisse. Die
enzymkinetischen Daten der HBVIPK und der SuSyl sprechen fir ein Fed-Batch-
Verfahren oder fir einen Membranreaktor. Im FedeBaterfahren konnten die
Ausgangssubstrate UMP und der Phosphatdonor PERegygneration von ATP stufenweise
zugefuhrt werden. Der Membranreaktor im kontinutbéen Produktionsmodus lasst eine
gleichmafige geringe Zugabe der Ausgangssubstraténipassung an die bekannten
Inhibitionsdaten zu. Nach Diskussion aller Ergebaisst eine Produktion von UDP-GIcA auf
direktem Weg ausgehend vom UGDH-Modul empfehlenswdie Synthese des
Nukleotidzuckers (1 g UDP-GIcA/1390 €) mit kombioscher Biokatalyse macht die
Produktion der rekombinanten Enzyme gdiMIPK und SuSy1l erforderlich, dies ist zeit- und
kostenintensiv. Der hohe Preis des Phosphoenolptgav(l g PEP/307 €) und der
Pyruvatkinase (10 mg PK/424 €) kann die Kopplung d&PK-Moduls mit dem SuSy- und
UGDH-Modul nicht rechtfertigen. Die Kombination de’GDH-Moduls mit dem

SuSy-Modul alleine gestaltet sich nicht wesentkostengiinstiger, da hier das Substrat UDP
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(500 mg UDP/229 €) verwendet werden muss. Dem gdxgersteht der direkte Syntheseweg
ausgehend von UDP-Glc (1 g UDP-GIc/432 €). Nachr@lttarisierung eignen sich beide
rekombinante Dehydrogenasen ¢{iBD und HissUGDH fir die Synthese von UDP-GIcA.
Aufgrund der hoheren katalytischen Effizienz derssHGDH und den hoheren
Produktausbeute bei der Synthese von UDP-GIcA isthdimane Dehydrogenase jedoch
favorisiert. Um die Synthesezeit mit dieser Stregery verkirzen, kdnnte der Einsatz an
Enzymmenge erhdht und damit die Hydrolyse des Elijxtes weiter reduziert werden. Die
Produktion der Biokatalysatoren RMOX und HigUGDH ist kein limitierender Faktor. Des
Weiteren ist die Erhéhung der NAIXonzentration auf 0,8 mM (2-fach Uiber dem-Wert)
denkbar, um die Synthese zu beschleunigen. MitSgathese von UDP-GIcA auf direktem
Weg unter Einsatz von HNOX und HigUGDH kann das Donorsubstrat fir die Synthese

von Glukuroniden kosteneffizient bereitgestellt dear.
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4.3 Bereitstellung von UDP-Glukuronyltransferasen f  (r die
Enzym-Module zur Synthese des nicht-sulfatierten
HNK-1 Epitops

4.3.1  Klonierung und Expression von  hisgcatglcatp aus Mus musculus

Bei der fur die Synthese des nicht-sulfatierten HNKEpitops ausgesuchten Leloir-
Glykosyltransferase GICAT-P handelt es sich um ®mnsmembran-Protein des Golgi-
Apparates mit einer C-terminalen lumenalen katsd¢yten Doméane und einer N-terminalen
zytoplasmatischen Doméne. Zur zytoplasmatischendssmnin E. coli sollte daher nur die
katalytische Domane des murinen Gens in den Vegtor46EK/LIC kloniert werden.
Zunachst wurde die Gesamtsequenz des Gens naahidesaler mRNA aus Maushirn mittels
RT-PCR erfolgreich amplifiziert, in einem weitereBchritt wurde die Sequenz der
katalytischen Doméane in den Expressionsvektor pEKAGC kloniert. Nachdem die
Sequenzierung die Integritat des Konstruktes pEKABE-hisscatglcatpbestatigte, erfolgte
die Expression iic. coliBL21(DE3). Nach Induktion des Zielproteins mit 1001 IPTG und
einer Postinduktionszeit von 18 h bei 25°C konni®ng Biofeuchtmasse/L TB Medium

gewonnen werden.

4.3.2  Aufreinigung der His gcatGICAT-P

Nach Aufreinigung der rekombinanten ktiatGICAT-P mit Nf*-NTA Sepharose konnten
unter optimalen Bedingungen (5 mM DTT, 2 mM MgpCspezifische Aktivitdten bis zu
0,44 U/mg berechnet werden (Tabelle 68). Der Zugaitz5 mM DTT erhohte die spezifische
Aktivitat 1,7-fach. Untersuchungen zur Enzymstadiliunter Synthesebedigungen bei 30°C
ergaben eine Halbwertszeit von 61,3 h und ein Im@&ktingskoeffizientk von 0,011
(Anhang, Abbildung 152).
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Tabelle 68: Aufreinigung der HiscatGIcAT-P mittels Ni**-NTA Sepharose

Volumen Gesamt- Gesamt Spezifische Aufreinigungs- Aus-
aktivitat  protein Aktivitat faktor beute
[mL] [V] [mg] [U/mg] [] [%]
Rohextrakt 15 25,2 420,1 0,06 1,0 100
IMAC-Pool 22 7,7 17,6 0,44 7.3 31

Fur eukaryontische Glykosyltransferasen ist bekawlatss das in der Transferreaktion
freiwerdende Nukleotid einen inhibierenden Einflass$ die Enzymaktivitat zeigt (Unverzagt
et al. 1990). Dies konnte auch hier demonstriert werder. Zusatz von 2 U alkalischer
Phosphatase erhdhte die spezifische Aktivitat &¢-f(Abbildung 79). Hierbei wurde die
spezifische Aktivitat Gber die Abnahme des Donosstates UDP-GICA mithilfe der CE-UV

Analytik bestimmt

200 1

1507

100 1

Relative Aktivitat [%)]

50 1

mit AP ohne AP

Abbildung 79: Einfluss von alkalischer Phosphatas€AP) auf die Transferaseaktivitat der

HisgcatGICAT-P
Der Einfluss von 2 U alkalischer Phosphatase wbed80°C in 50 mM HEPES-NaOH (pH 6,5) getestet. 400
relative Aktivitat entsprechen 0,38 U/mg.

Detaillierte Daten beziglich der Proteinaufreinigufehlen soweit in der Literatur. Im
Vergleich zu ProtA-GICcAT-P (Ratte), produziert irDS-1 Zellen, scheint die spezifische
Aktivitat der murinen HigcatGIcAT-P fur das Akzeptorsubstrat Typ 2 LacNAcf&éh héher
zu sein (Kakudat al. 2005). Darlber hinaus Ubertrifft unsere Expresstategie irk. coli

die Expression des humangtcatp Gens inPichia pastoris,die zu einer spezifischen
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Aktivitat von nur 9,83 mU/mg fur das Wildtyp-Enzyfiahrt (Fondeur-Gelinottet al. 2007).

In Ubereinstimmung mit der humanen rekombinantecAGIP zeigen unsere Ergebnisse,
dass die heterologe Expression des murinen Glukliransferase-Gens i&. coli zu einer
Aktivitat fuhrt, die dem nativen Enzyms entspri¢kekudaet al.2004).

Die SDS-PAGE Analyse bestatigte die I6sliche Ubpression des Gens. Das detektierte
Molekulargewicht von HigatGICAT-P entspricht dem theoretischen Wert vor8 3Da
(Abbildung 80).

—
—
72 kDa fa——y
55kDa
43 kDa s
_ ‘ His,catGIcAT-P (36,8 kDa)
34 kDa W=
1 2 3 4

Abbildung 80: SDS-PAGE Analyse (Coomassie Farbungler HisscatGICAT-P nach Aufreinigung mittels
Ni?*-NTA Sepharose

Spur 1: Proteinmarker (PageRuler™Prestained Proteidder, Fermentas); Spur 2: Zellpellet; Spur 3:

Rohextrakt; Spur 4: IMAC-Pool. Das detektierte Malrgewicht von HigatGICAT-P entspricht dem

theoretischen Wert von 36,8 kDa.
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4.3.3 Biochemische Charakterisierung der His  gcatGICAT-P

4.3.3.1 Einfluss von divalenten Kationen auf die Tr  ansferaseaktivitat

Untersuchungen zur Transferaseaktivitat ders¢aisSICAT-P lieRen eine Abhangigkeit der

Enzymaktivitat von divalenten Metallionen erkenif@bbildung 81).
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Abbildung 81: Einfluss von divalenten Metallionen af die Transferaseaktivitat der HisscatGICAT-P
Der Einfluss von 2 mM divalenten Metallionen wurdei 30°C in 50 mM HEPES-NaOH (pH 6,5) getestet.
100 % relative Aktivitat entsprechen 0,37 U/mg.

Die hochste Aktivitat wurde in Gegenwart von 2 mMA1(100%), gefolgt von C3 lonen
(83%) gemessen. Die Zugabe von?Mtpnen hatte nur einen moderat aktivierenden Effekt
von ca. 30%, wohingegen die Zugabe vorf'anen zu keiner Aktivitat fiihrte. Mit der
starken Abhéngigkeit der Enzymaktivitat von divadenMetallionen und dem DXD Motiv in
der Aminosauresequenz, welches konserviert isLekir-Glykosyltransferasen (Negisket

al. 2003), gehort HigatGICAT-P zur GT-A Strukturfamilie mit einer Rosamahnlichen
Struktur, bestehend aus I1R2Faltblattern und 7o-Helices (Bretonet al. 2006). Diese
Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit der huma@B&AT-P (Anhang, Abbildung 137),
die ebenfalls eine GT-A Struktur aufweist (Kakwataal.2004).



164 Ergebnisse und Diskussion

4.3.3.2 Bestimmung des Temperatur- und pH-Optimums

Bei der Uberpriifung des Temperatur- und pH-Optimutas HigcatGIcAT-P konnte ein
pH-Optimum bei pH 6,5 (Abbildung 82) und ein Tengiar-Optimum bei 45°C in 50 mM
HEPES-NaOH Puffer (Abbildung 83) detektiert werden.
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Abbildung 82: Bestimmung des pH-Optimums der HiscatGICAT-P

Das pH-Optimum wurde in 50 mM HEPES-NaOH Puffer pB-7,0) und 50 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,6-9,0)
bei 30°C bestimmt. 100% relative Aktivitat von ktiatGICAT-P in 50 mM HEPES-NaOH Puffer entsprechen
0,44 U/mg.
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Abbildung 83: Bestimmung des Temperatur-Optimums deHisgcatGICAT-P
Der Temperatureinfluss auf die Enzymaktivitat voissEatGICAT-P wurde in 50 mM HEPES-NaOH (pH 6,5)
gemessen. 100% Aktivitat bei 45°C entsprechen O/b4g.
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4.3.3.3 Untersuchung des Akzeptorsubstratspektrums

Zur Untersuchung des Akzeptorsubstratspektrums evurSubstrate nach Kapitel 3.7.3.7
getestet (Abbildung 84 und Tabelle 69). Die murlisscatGICAT-P ist sehr spezifisch
gegeniber Typ 2 LacNAc-Strukturen (Nr. 4 und Nm abelle 69). Die strikte Stereo- und
Regioselektivitat der Glykosyltransferase stehenUlbereinstimmung mit der humanen
GICAT-P und der GICAT-P der Ratte (Kakueéa al. 2005, Fondeur-Gelinottet al. 2007).
Unter den getesteten Akzeptorsubstraten zeigt dasmenEnzym die hdchste Aktivitat fur das
Disaccharid LacNAc (Nr. 4). Die Linker-Struktur stht die Enzymaktivitdt auf
unterschiedliche Weise zu beeinflussen. Der hydvepei-Boc-Linker wird besser akzeptiert
als der Azid-Linker (Nr. 5 und Nr. 6). Dariliber hisaspiegelt sich dieser Einfluss auch in der
Akzeptanz des Enzyms fur die Substrate Laktose@uetgllaktose (Nr. 2 und Nr. 3) wider.
Das Tetrasaccharid mit zwei LacNAc Einheiten offambsich ebenfalls als gutes
Akzeptorsubstrat. Laktulose und das TrisacchariffifRese erweisen sich als neue Substrate
(Nr. 9 und Nr. 10). Fur Raffinose mifL.-verknipfter Gal zeigt das murine Enzym jedocteein
geringere Akzeptanz. Dieses Ergebnis unterstrelezhiHypothese der starken Préaferenz flr

B-verknlpfte Gal.
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e} QO Ho OH
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HO%OH m w Ho&, SWO(CHM

o OH OH
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HOOH HOOH HOOH
NHAc o NHAc N o NHAC )k
é ;o HWOH k H 3 & Hw H/\/ OS‘/
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Abbildung 84: Akzeptorsubstratspektrum der HisscatGICAT-P
2 mM Akzeptorsubstrat wurden mit 2 mM UDP-GIcA i \"M HEPES-NaOH Puffer (pH 6,5) untersucht.
100% relative Aktivitat der HisatGICAT-P entsprechen 0,38 U/mg.
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Tabelle 69: Azeptorsubstrate der HigcatGIcAT-P

Nr. Substrat Relative Aktivitat [%0]
1 D-Gal ND
2 Gal(31-4)Glc 18
3 Gal(p1-4)Glc(@1-Octyl 33
4 Gal@1-4)GIcNAc 100
52 Gal(31-4)GIcNAc Azll 20
6 Gal(B1-4)GIcNAc@B1-Linkert-Boc 116
7° Gal(31-4)GIcNAcB1-3)GalB1-4)GIcNAc@1-Linkert-Boc 55
8 Gal@1-3)GIcNAc ND
9 Gal(31-4)Fru 35
10 Gal@1-6)Glc@l-2)Fru 6,7

& siehe Adamialet al und Anderset al fur die Synthese des Substrates (Anddral. 2011, Adamiaket al.
2012)

® siehe Reclet al (Rechet al.2011) fir die Synthese des Substrates

ND: keine Aktivitat detektiert

4.3.3.4 Bestimmung der Substratkinetiken

Im Anschluss an die Bestimmung des Akzeptorsulsgtektrums wurde fir das
Donorsubstrat UDP-GICA und fur die ausgewahlten étarsubstrate LacNAc und fur
LacNAc-Linkert-Boc eine kinetische Charakterisierung vorgenommdrabélle 70,
Abbildung 85 und Abbildung 86).
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Abbildung 85: Kinetische Analyse der HigcatGICAT-P fur das Donorsubstrat UDP-GICA

Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte niéthdler Software Sigma Plot 10.0. Die kinetischerteDa
wurden durch nicht lineare Regressionsanalyse sperementellen Daten bestimmt. Bei den vorliegenden
hyperbolen Verlaufen der Kurven wurden die kindtést Konstanten Kund V. mit der Michaelis-Menten-
Gleichung bestimmt. Die Untersuchungen ergaberUDP-GIcA einen K-Wert von 0,19 mM (R 0,9982;
Vmax 0,45 U/mg).
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Abbildung 86: Kinetische Analyse der HigcatGICAT-P fir die Akzeptorsubstrate Typ 2 LacNAc @A.)
und LacNAc-Linker-t-Boc (B.)
Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte nféhdler Software Sigma Plot 10.0. Die kinetischerteDa
wurden durch nicht lineare Regressionsanalyse gperigmentellen Daten bestimmt. Bei den vorliegenden
hyperbolen Verlaufen der Kurven wurden die kinétest Konstanten Kund V. mit der Michaelis-Menten-
Gleichung bestimmt. Die Untersuchungen ergabemliér Akzeptorsubstrat Typ 2 LacNAc einep-Wert von
0,28 mM (R: 0,9976; Viae 0,45 U/mg) und fir LacNAc-Linke-Boc einen K,-Wert von 0,24 mM
(R% 0,9934; Vua: 0,48 U/mg).

Die rekombinante humane GICAT-P zeigt fir Typ 2 MAc mit einem K,-Wert von
0,49 mM eine in der GroRenordnung mit Literaturdatergleichbare Affinitat (Fondeur-
Gelinotte et al. 2007). In dieser Arbeit wurde der®Nert mit einer HPLC Methode
bestimmt. Ein direkter Vergleich ist aufgrund derterschiedlich angewendeten Methoden

nicht sinnvoll. Fur das rekombinante Enzym aus Rlatte ermittelten Kakudat al einen
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Kmn-Wert von 0,065 mM fur UDP-GIcA (Kakudat al. 2005). Hier wurde die kWert-
Bestimmung mit UDP'C]-GIcA durchgefiihrt, eine Methode die wesentliemsitiver ist.

Mit der etwas besseren katalytischen Effizienzdiéis modifizierte LacNAc Substrat zeigt die
GIcAT-P Préaferenz fur hydrophobere Akzeptorsubstr@tie Bestimmung der katalytischen
Effizienz an Hand von vorhandenen Literaturdatémisht moéglich, so dass ein Vergleich
nicht durchgefihrt werden kann. Interessanterweigaben weitere Inhibitionsstudien keine
Hinweise auf eine Inhibition von HsatGICAT-P durch die Substrate Saccharose und
UDP-Glc (Abbildung 87). Nach der Charakterisierumieibt festzustellen, dass die
rekombinante HigatGICAT-P sich sehr gut fir die Einbindung in dgplante EMS eignet.
Die Untersuchungen zur Charakterisierung wurden®o8c. Vera Werthmann im Rahmen

ihrer Masterarbeit durchgefuhrt.

Tabelle 70: Kinetische Daten der rekombinanten HigatGICAT-P
Km Kcat Kcat /K ,
Substrat . 4 N
[mM] [min™] [min™™*mM ]
0,19 4,20 22,11
UDP-GIcA
Typ 2 LacNAc 0,28 4,20 15,00
LacNAc-Linker- t-Boc 0,24 4,48 18,67
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Abbildung 87: Kreuzinhibition der His gcatGICAT-P durch UDP-GIc und Saccharose

Die Kreuzinhibition durch UDP-Glc und Saccharosedeumithilfe des Fotometertests (Kapitel 3.7.3.ajcth
Zugabe von 0,02-5 mM UDP-GIc und 300 mM Sacchatasersucht. 100% relative Aktivitat entsprechen
0,3 U/mg.
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4.3.4  Klonierung und Expression von  hisgcatglcats aus Mus musculus

Im Gegensatz zu GICAT-P zeigt GIcCAT-HBdmo sapiensind Rattus norwegicysneben der
Akzeptanz von Typ 2 LacNAc auch die Akzeptanz vaktb-N-biose(Gal(31-3)GIcNAc,
Typ 1 LacNAg¢ (Morita et al. 2008). Um auch hier diese Mdoglichkeit zu nutzen,
glukuronidierte Typ 1 LacNAc-Strukturen zu syntketren, wurde die katalytische Doméane
des murinen Gens aus dem Gehirn analog dem PrezederGICAT-P in den pET46Ek/LIC
Vektor kloniert. Das Sequenzierungsergebnis bestatbis auf eine Abweichung die
Ubereinstimmung der Aminosauresequenz des Wildtgpeihs und des rekombinanten
Enzyms ohne Transmembrandomane. Hier handelt ds isic einen Austausch der
Aminosaure Valin gegen Alanin am C-Terminus (Anhangpbbildung 138). Diese

Abweichung wird in der Expasy Datenbahip://www.uniprot.org/uniprot/P5927{&doch

als Konflikt bezeichnet.

4.3.4.1 Expressionvon hisgcatglcats in E. coli BL21(DE3)

Bei der Expression vohisscatglcatsin E. coli BL21(DE3) wurden die gleichen Expressions-
und Induktionsbedingungen, die bereits bei dem Byarnzum Erfolg gefuhrt hatten, genutzt.
Nach der Zellernte konnten 15 g Biofeuchtmasse/L WBdium erzielt werden. Die
Aufreinigung zeigte ein gutes Elutionsprofil naclutibn des Zielproteins mit 300 mM
Imidazol (Abbildung 88).
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Abbildung 88: Aufreinigung der HisgcatGICAT-S ilber IMAC nach Expression des Gens inE. coli

BL21(DE3)
Die IMAC Aufreinigung der HigcatGICAT-S nach Expression des Geng&ircoli BL21(DE3) wurde Uber eine
Séule mit einem Gelbettvolumen von 18 mL (Hohen® Radius: 0,8 cm) durchgefiihrt. Die Aquilibrieruder

Saule wurde mit 5 Volumen Lysepuffer (50 mM N&@y,, pH 8) bei einer FlieRgeschwindigkeit von 3 mL/min
durchgefuihrt. Nach dem Auftragen von 15 mL Rohdttizei halber FlieRgeschwindigkeit wurde die Séule

zundchst mit 2 Volumen Lysepuffer und dann mit 3udeen Waschpuffer (50 mM NaHRQ,, pH 8; 0,3 M
NaCl; 1 mM DTT; 20 mM Imidazol) gewaschen. Die Ekdat der HigcatGICAT-S erfolgte mit dem
Elutionspuffer (50 mM NakPQ, pH 8; 0,3 M NaCl; 0,3 M Imidazol; 20% Glycerin /). Das
Chromatogramm zeigt die Absorption bei 280 n# ynd die Leitfahigkeit [mSiemens}), Es wurden zwei

unterschiedliche Enzymfraktionen gepoolt (P1 unjl P2

Wahrend der Aufreinigung wurden die Durchflussfiakén, d. h die Proteine, die nicht an
das NF*-NTA-Saulenmaterial binden, getrennt aufgefangen,sie mittels SDS-PAGE und
Western Blot Analyse zu analysieren. Es wurden zweerschiedliche Enzymfraktionen
gepoolt (P1 und P2). Insgesamt zeigt die Peakspiizanehr als 500 mAU eine deutliche
UV-Absorption, der Elutionspeak ist vergleichbart miem Elutionsverhalten vieler Leloir-
Glykosyltransferasen. Der Bradford Test ergab &raeinkonzentration fir den Pool P1 von
0,4 mg/mL und far den Pool P2 von 2 mg/mL Proteme durchaus durchschnittliche
Proteinkonzentration. Die SDS-PAGE Analyse und aeschlielRende Western Blot diente
zur Detektion des Zielproteins und zur Uberpriifdieg Aufreinigung/Abbildung 89).
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Abbildung 89: SDS-PAGE und Western Blot Analyse derHisgcatGIcAT-S, produziert in E. coli
BL21(DE3)
A. SDS-PAGE (Coomassie Farbung), Spur 1: ProteinmarfageRuler™Prestained Protein Ladder,
Fermentas); Spur 2: Zellpellet; Spur 3: Rohextr&gur 4: Durchflu3; Spur 5: Proteinmarker; SputNéAC
Pool P1; Spur 7: IMAC Pool PB. Western Blot, Spur 1: Proteinmarker (PageRuler™tneed Protein
Ladder, Fermentas), Spur 2: IMAC Pool P2; SpulNBAC Pool P1; Spur 4: Proteinmarker; Spur 5: Duragss;
Spur 6: Rohextrakt; Spur 7: Zellpellet. ktiatGICAT-S weist ein apparentes Molekulargewichin voa.
37-40 kDa auf.

Die SDS-PAGE Analyse lasst erkennen, dass siclederj der untersuchten Proben eine
Bande von ca. 37-40 kDa detektieren lasst. Die rédimsch berechnete Grof3e des
rekombinanten Proteins betragt 36,2 kDa. Die abwezide GrofRRe kann aufgrund der
selbstgefertigten SDS-Gele zurtickzufihren seinptti@icht gleichméalRig polymerisiert sind
und deshalb ein verandertes Laufverhalten hervemtugin weiterer Grund kdnnte der 32%
Anteil an Glutamin- und Asparaginsaure sein, der Anlagerung mit SDS erschwert und
deshalb zu einer reduzierten Mobilitat fuhrt (Mimarund Pohl 2008). Auffallend ist die
starke Bande des putativen Zielproteins im ZelgielDies deutet auf die Bildung von
»inclusion bodies hin, einem falschgefalteten Proteinaggregat uadhitl auch inaktivem
Protein. Die Proben des IMAC-Pools P1 und P2 zespénvache Banden, die gering von der
erwarteten GroRe abweichen. Dariiber hinaus wirdh aklar, dass die Ni-NTA-
Aufreinigung nicht zu einem homogen aufgereinig®eatein fiihrte. Eine Uberexpression des
HisscatGICAT-S im Rohextrakt ist ebenfalls nicht zuedkeieren. Die Probe des Durchflusses

zeigt auch keinen gréfReren Anteil von nicht gebuede Zielprotein. Die Western Blot
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Analyse (Abbildung 89) lieferte jedoch mehr Infoioaen. Mit dem spezifischen
Hiss-Antikorper im Western Blot lie3 sich das rekomlmtea Fusionsprotein in allen
untersuchten Fraktionen nachweisen. Auch hier weidl experimentell ermittelte Masse
von der theoretischen geringfiigig ab. Der Haupthrder HiscatGICAT-S wurde als
»inclusion bodies“im Zellpellet vorgefunden. Darlber hinaus schies &Enzymdiesmal
jedoch auch in léslicher Form aufzutreten. Bei dberpriifung der enzymatischen Aktivitat
beider IMAC-Pools P1 und P2 konnte keine TranstakBvitdt mittels Fotometertest
(Kapitel 3.7.3.1) fur die Akzeptorsubstrate TyplchN&c und Typ 2 LacNAc detektiert
werden. Die CE-UV Analyse bestatigte das Ergelasskonnte hier keine Freisetzung von
UDP beobachtet werden, die auf eine Transferasatikthinweist (Abbildung 90).
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Abbildung 90: CE-UV Elektropherogramm zur Bestimmung der Aktivitat der His scatGICAT-S

Die Konzentration des Donorsubstrates UDP-GIcA (2)mvurde mittels UV-Absorption bei 254 nm nach
0 min (Abbildung A), 60 min (Abbildung B) gemessekls Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne Enzym
nach 60 min (Abbildung C). Die Elektropherogrammeigen keine Freisetzung von UDP, die auf eine
Transferaseaktivitat hinweist.

In weiteren Untersuchungen wurde eine HPLC Analysg dem Akzeptormolekdl
LacNAc-Linkert-Boc durchgefiihrt. Hier ist es moglich, gleichzgitie sich verandernden
Konzentrationen des Eduktes LacNAc-LinkeBoc und des Produktes
GlcA-LacNAc-Linkert-Boc tber HPLC Analytik zu verfolgen (Kapitel 3.52). Doch auch
hier konnte kein Transfer von UDP-GIcA detektiedrden (Abbildung 91).
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Abbildung 91: HPLC-Chromatogramm zur Bestimmung der Aktivitat der His ¢catGICAT-S

Die Bestimmung der Aktivitdt von HisatGICAT-S mittels HPLC erfolgte mit dem Akzeptdostrat
LacNAc-Linkert-Boc. Hier kénnen gleichzeitig die sich verdndemd&onzentrationen des Eduktes
LacNAc-Linkert-Boc und Produktes GlcA-LacNAc-LinkeiBoc verfolgt werden. Proben nach 0 min, 10 min,
45 min und 140 min zeigen keinen Transfer von UDEAGlediglich das Ausgangssubstrat ist zu detetie

4.3.4.2 Expressionvon hisgcatglcats in E. coli Rosetta (DE3)pLysS

Nach den ersten erfolglosen Versuchen zur Produktan aktiver HiscatGICAT-S wurde

mithilfe des Tools ExpasyProtPranwww.expasy.org/cgi-bin/protparam/protpanaraine

Analyse der Aminosauresequenz angestrebt. Hierbesjgh ein Gesamtanteil von 33%
Arginin, 27% Leucin, 7% Isoleucin, 26% Prolin, ua8% Glycin. Die Translation dieser
Aminosauren InE. coli ist aufgrund der Bereitstellung von tRNAs, dietes@dén Codons
entsprechen, schwierig. D&t coli Rosetta Stamm besitzt ein zusatzliches Plasmiddiem
Bereitstellung dieser tRNAs zu gewahrleisten. Umesds Problem des seltenen
»codon usagein E. coli BL21(DE3) auszuschlie3en, wurde in einem nachstmits der

E. coli Rosetta(DE3)pLysS Stamm zur Expression genutzé Bxpressionsbedingungen
erfolgten analog den Konditionen des P-Enzyms. N&gbression wurden 14,3 . coli/L

TB Medium geerntet. Abbildung 92 prasentiert dagré&inigungschromatogramm mit einem
deutlichen Elutionspeak nach Elution mit 300 mM daxol. Die Fraktionen des
Elutionspeaks mit einer Proteinkonzentration voi@30mg/mL wurden hinsichtlich der
Aktivitat mit dem Fotometertest und der CE-UV Arsdyuberprift. Jedoch konnte auch mit
dieser Strategie keine Transferaseaktivitat feséfjesverden. Darlber hinaus konnte die
Zugabe von 2 mM oder 5 mM DTT, die reduzierte SHiipen des Cysteins garantieren, die
Aktivitatsergebnisse der HIsatGICAT-S nicht verbessern.
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Abbildung 92: Aufreinigung der HisgcatGICAT-S Uber IMAC nach Expression des Gens irE. coli
Rosetta(DE3)pLysS
Die IMAC Aufreinigung der HigcatGICAT-S nach Expression des Geng&incoli Rosetta (DE3)pLysS wurde
Uber eine Saule mit einem Gelbettvolumen von 18 (Hbhe: 9 cm, Radius: 0,8 cm) durchgefihrt. Die
Aquilibrierung der S&ule wurde mit 5 Volumen Lys#pu (50 mM NaHPQ, pH 8) bei einer
FlieRgeschwindigkeit von 3 mL/min durchgefuhrt. Radem Auftragen von 15 mL Rohextrakt bei halber
FlieRgeschwindigkeit wurde die Saule zunéchst miv@umen Lysepuffer und dann mit 3 Volumen
Waschpuffer (50 mM NajPQ,, pH 8; 0,3 M NaCl; 1 mM DTT; 20 mM Imidazol) geveden. Die Elution der
HisgcatGICAT-S erfolgte mit dem Elutionspuffer (50 mMaN,PO,, pH 8,0; 0,3 M NacCl; 0,3 M Imidazol; 20%
Glycerin (V/V). Das Chromatogramm zeigt die Abs@ptbei 280 nm+) und die Leitfahigkeit [mSiemens})
Die Fraktionen des Elutionspeaks wurden gepoolt.

4.3.4.3 Expression von hisgcatglcats in E. coli Rosetta Origami(DE3)

Viele Proteine bendtigen fur ihre korrekte Faltumgd damit verbunden auch fur ihre
enzymatische Aktivitat die Bildung von Disulfidbiken. Das Zytoplasma iR. coli verfugt

jedoch Uber reduzierende Bedingungen und erschwernit die Ausbildung der
Disulfidbricken. DelE. coli Origami(DE3) Stamm mit einer Mutation in der Gliiah- und

Thioredoxin-Reduktase, fordert die Ausbildung vormsulfidbricken im Zytoplasma von
E. coli. Obwohl die Sequenzanalyse mithilfe des Expasy{amim Tools reduzierte
SH-Gruppen der beiden Cystein Aminosauren vorheesagrfolgte zusatzlich aus

Absicherungsgriinden eine Expressiorirncoli Origami(DE3). Nach Expression analog den
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Bedingungen des P-Enzyms wurden 15. goli Origami(DE3) Zellen/L TB Medium erzielt.
Das Chromatogramm der NiNTA-Aufreinigung zeigt einen deutlichen Elutionsgxe
(Abbildung 93), die Bestimmung des Proteingehattes gesammelten Fraktionen lieferte
0,66 mg Protein/mL. Obwohl auch hier die Ausbeutdtalichem Protein zufriedenstellende
Ergebnisse lieferte, konnte keine Transferaseaditivimittels CE-UV Analyse und
Fotometertest nachgewiesen werden. Die Verwendwmg50 mM Tris-HCI (pH 7,8) als
Puffersystem zur Aufreinigung und auch das Umpufféer Elutionsfraktionen mit 50 mM
HEPES-NaOH (pH 6,5) fuhrten nicht zu dem gewiinschidolg.
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Abbildung 93: Aufreinigung der HisgcatGICAT-S Uber IMAC nach Expression des Gens irE. coli
Origami(DE3)
Die IMAC Aufreinigung der HigcatGIcAT-S nach Expression des Gensincoli Origami(DE3) wurde Uber
eine Saule mit einem Gelbettvolumen von 18 mL (HéBecm, Radius: 0,8 cm) durchgefihrt. Die
Aquilibrierung der Saule wurde mit 5 Volumen Lysépu (50 mM NaHPOQ,; pH 8) bei einer
FlieRgeschwindigkeit von 3 mL/min durchgefihrt. Radem Auftragen von 15 mL Rohextrakt bei halber
FlieRgeschwindigkeit wurde die Saule zundchst mitv@umen Lysepuffer und dann mit 3 Volumen
Waschpuffer (50 mM NajPQ,, pH 8; 0,3 M NaCl; 1 mM DTT; 20 mM Imidazol) geveden. Die Elution der
HisscatGICAT-S erfolgte mit dem Elutionspuffer (50 mMaN,PO,, pH 8,0; 0,3 M NacCl; 0,3 M Imidazol; 20%
Glycerin (V/V). Das Chromatogramm zeigt die Abs@yptbei 280 nm+) und die Leitfahigkeit [mSiemens})
Die Fraktionen des Elutionspeaks wurden gepoolt.
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Zusammenfassend bleibt festzustellen, dasssCBISICAT-S relativ gut I6slich mit
Proteinkonzentrationen von 0,4-2 mg/mL produzietirde, jedoch konnte kein@a vitro
Aktivitat nachgewiesen werden. Die unterschiedlichiexpressionsstrategien wurden von
B. Sc. Vera Werthmann im Rahmen ihrer Masterarberchgefihrt. Bisher wurden keine
Arbeiten zur Produktion eines aktiven murinen Gle8TEnzyms beschrieben. Shibaal.
gelang es, das humane Enzym, das 47% Homolgie zunmen Enzym zeigt (Anhang,
Abbildung 139), inE. coli BL21(DE3)pLysS zu produzieren und aufzureinigenil{Slet al.
2006). Ein Aktivitatsnachweis wird jedoch hier rtigindeutig beschrieben. GICAT-S aus der
Ratte zeigt nur 97% Homologie zu dem murinen Enz{Abbildung 139). Fur das
Fusionsprotein protA-GICcAT-S, aus der Ratte stanum&onnte nach Expression des Gens in
COS-1-Zellen die enzymatische Aktivitat mittels icektiv markierter UDP-GICA und
Oligosacchariden als Akzeptor nachgewiesen werdeakyda et al. 2005). Fir die
HisscatGICAT-S ist das untersuchte Akzeptorsubstrat ZyipacNAc im Gegensatz zu den
praferierten Tri- und Tetra-antennaren N-Glykanenvivo nicht das naturliche Substrat
(Kakudaet al. 2005). Dennoch wirde man im Fall eines aktivenyre die Spaltung des
natirlichen Donorsubstrates UDP-GICA und damitki@setzung von UDP erwarten.

Weitere Untersuchungen mithilfe der ExpasyProtPari@aftware ywww.expasy.org/cgi-

bin/protparam/protpararberechnen fiir das Protein einen Instabiltatsindex 62,85 und

klassifizieren die rekombinante BiatGICAT-S als instabil. Aufgrund dessen wurde das
gereinigte Enzym unmittelbar nach der Aufreinigungdie unterschiedlichen Enzymteste
eingesetzt, aber auch hier konnte keine Aktivitdthgewiesen werden. Eine Mdglichkeit
zukinftig aktives Enzym zu produzieren, bietet nubgirweise eine Expression des
Fusionsgens in eukaryontischen Zelllinien wie zCBS-1 oder CHO-Zelllinien. Imiyat al.
postulieren 2 potentielle Glykosylierungsstellen®@IcAT-S (Abbildung 94), die in der Ratte
und der Maus konserviert sind (Imiygt al. 2002). Eine weitere Mdglichkeit bietet das
.active site engineering“von GICAT-P durch rationales Design. Das Alignmedter
Aminosauresequenzen von ktiatGICAT-P und HigcatGIcAT-S aus der Maus weist eine
Homologie von 52% auf (Abbildung 140). Die Krisstuktur der humanen GICAT-S und
GIcAT-P konnte von Shiba et al. aufgeklart werd8hila et al. 2006). Die Aminosauren
Tryptophan234 und Alanin309 konnten als Aminosaurdre insbesondere mit der
Erkennung derf1,3-verkniipften Akzeptorsubstrate assoziert simgntifiziert werden.

Mithilfe einer zielgerichteten Mutagenese, mit @dycin234 gegen Trytophan und Valin309
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gegen Alanin in der Aminoséuresequenz von GlcATuBgatauscht werden kénnen, besteht

die Moglickeit die Akzeptorsubstratspezifitat zweitern.

1 ATGAAGTCCGCGCTGTCCAGCCGCTTCTTCATCCTCCTGCCCTGGATCCTGATTGTCA 120

1 MK SALCSRFPFILLPWILIVIIMLDUVY|[DPRRPAPG QLTS REPEST YT 40
dsl P dS2

121 240

41 80

241 A ) i i A GGA 160

sip’rIrnIT9T!snvvqahu:.'rnr.nn'rrnqva.q:.uw:LvEDR 120

361 GOGACGCGCAGCGAGCTGGTGAGCAGCTTCCTAGCTCGEGCCGECCTGCCCARCACGCACCTGCA ACAAGCGACCGTGOCTGCCGOGOGCCRACCGARCRG 480
121 A T R 8 E L VvV 8§ 8§ FLARAMGLUPNTU HLUHYUPTUPRRYZEK®RTPWILPRATEQ 180

481 600

161 200
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v
721 TTTGCCATTGACE ARR TGTATTTARGCGEL CCRGOE TGACTTTCTAAAGCAG  B40
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Abbildung 94: Nukleotid-und Aminosauresequenz der rarinen GICAT-S (Imiya et al. 2002)

Die Abbildung zeigt die Nukleotidsequenz und dieafaabgeleitete Aminoséuresequenz. Die Aminosadeen
putativen Transmembranregion sind eingerahmt. Ditergiellen N-Glykosylierungsstellen sind mit einem
schwarzen Kreis versehen, wohingegen das charstiselie DXD-Motiv rot markiert ist.
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4.4 Entwicklung und Optimierung von modularen Enzym -
Kaskaden zur Synthese des nicht-sulfatierten HNK-1

Epitops

Basierend auf der Untersuchung des Akzeptorsubptkirums der HisatGICAT-P wurde

das Linker-modifizierte Typ 2 LacNAc als Substréat flie Synthese des nicht-sulfatierten
HNK-1 Epitops ausgewahlt. Um einen optimalen Suabginsatz mit einem minimalen
Einsatz an Enzymmengen und an Ausgangssubstrateerreichen, wurde das EMS
schrittweise kombiniert und zuséatzlieine in situRegeneration von UDP-GIcA etabliert. Die
genannten Arbeiten wurden von B.Sc. Manja Henze Rahmen ihrer Masterarbeit

durchgefuhrt.

4.4.1  Bereitstellung des Akzeptorsubstrates LacNAc-Linke r-t-Boc

Die Synthese des nicht-sulfatierten HNK-1 Epitop®relerte zunachst die Herstellung des
Akzeptorsubstrates LacNAc-LinkéBoc in groBem Malstab. Hierbei wurde die
Synthesestrategie von Reehal. verfolgt (Rechet al. 2011). Bedingt durch die chemische
Struktur von GIcNAc-Linket-Boc kann die Zunahme der Produktbildung und die akinme
des Eduktes tUber RP-HPLC mit UV-Detektion bei 294 @rfolgen. Nach enzymatischem
Transfer vonbp-Gal auf das Akzeptormolekil GIcNAc-LinkéBoc ist die Hydrophilie,
bedingt durch die erhdhte Anzahl an Hydroxylgruppem Vergleich zum Monosaccharid
erhoht. Die resultierende verringerte Retentiortszendglicht somit die chromatografische
Trennung des Eduktes vom Zielprodukt (Kapitel $12. Wahrend der Synthese des
Disaccharids LacNAc-Linker-Boc konnte mit der analytischen RP-HPLC Methode der
enzymatische Transfer vanGal auf den Akzeptor GIcNAc-LinkearBoc kontrolliert werden
(Abbildung 95).
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Abbildung 95: HPLC-Chromatogramm zur Synthesekontrdle von LacNAc-Linker-t-Boc

Die Abbildung zeigt den Umsatz einer praparativénn®-Disaccharidsynthese zu Beginn der Syntheds) (O
und nach 48 h Reaktionszeit. Hierbei konnte ein 9886 Umsatz berechnet werden. Die Retentionsieit f
GIcNAc-Linkert-Boc betragt 15,7 min und fir LacNAc-LinkeBoc 13,9 min.

Das HPLC-Chromatogramm zeigt, dass nach 48 h Rezeit ein fast vollstandiger Umsatz

(98%) von 10 mM UDP-GIc erzielt wurde. Um reinesz&ktorsubstrat in die geplanten

Synthesen von Glukuroniden einsetzen zu kdnnem|geef die Produktisolierung mittels
praparativer RP-HPLC Methode (Kapitel 3.12.5.2).
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Abbildung 96: Produktisolierung von LacNAc-Linker-t-Boc mit der praparativen RP-HPLC Methode

unter Einsatz einer Multospher APS-HP Saule (5pL 10x3 mm)
Das Chromatogramm zeigt die Trennung der Substrat&lAc-Linkert-Boc (Retentionszeit: 26-28 min) und
GIcNAc-Linkert-Boc (Retentionszeit: 30-32 min) bei einer Flussraia 12,5 mL/min fur 30 min mit einem
isokratischen Laufmittel (15% AcN).

Wahrend der Produktisolierung wurden die Fraktiodes Elutionspeaks 1 und des Peaks 2

manuell aufgefangen und anschlielRend noch einmatksw erifizierung mittels analytischer
RP-HPLC Analytik untersucht. Dabei konnte die lagntvon LacNAc-Linkert-Boc (Peak 1)

bestétigt werden (Daten nicht gezeigt). Der Eludmerak 2 zeigte dagegen nicht umgesetztes

GIcNAc-Linkert-Boc. Da es sich bei der Herstellung dieses Disaads um eine bereits
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etablierte Methode handelte (Reeh al. 2011), wurde auf eine massenspektroskopische
Uberpriifung verzichtet. Die Bestimmung der Konzatitn des Zielproduktes erfolgte tber
die Kalibriergerade von GIcNAc-LinkdgrBoc. Nach Aufreinigung konnten in verschiedenen
Syntheseansétzen 24-44 mg Produkt isoliert werd@sr. Verlust des Produktes nach
Isolierung Uber die préaparative HPLC Methode vaeielabei stark zwischen 10-40%. Diese
Abweichungen lassen sich unter anderem auf Unggkeiten bei der Probeninjektion, auf
den Verlust beim unvollstdndigen Lésen der Substaazh der Einengung oder auf das
mehrmalige Uberfiihren der Lésungen in andere Gefédfeckfiihren.

4.4.2  Ein-Topf Synthese des nicht-sulfatierten HNK-1 Epi  tops durch
Kopplung des UGDH-Moduls mit dem GIcAT-Modul
(Modul C + Modul D)

In einem ersten Schritt erfolgte diein vitro Synthese des Trisaccharids
GlcA-LacNAc-Linkert-Boc ausgehend von UDP-Glc durch Kopplung des UGDdthls

mit dem GIcAT-Modul (Abbildung 14) in einer Ein-TbBynthese. Die Kontrolle des
Syntheseverlaufes wurde sowohl Uber die analyti®tReHPLC Analytik als auch Uber die
CE-UV Analyse durchgefiihrt. Der quantitative Umsates Akzeptorsubstrates wurde
mithilfe einer Kalibriergeraden von GIcNAc-LinkéBoc tber HPLC-Analytik berechnet.
Aufgrund der divergenten pH-Profile der involviert&nzyme wurde fur die Synthese im
analytischen Mal3stab eine Akzeptorkonzentration omM LacNAc-Linkert-Boc sowie

1 U/mL HisUGDH, 1,5 U/mL HigNOX und 2 U/mL HigcatGICAT-P an volumetrischer
Aktivitat gewahlt. Fur das Puffersystem Tris-HCI nda ein pH-Wert von 7,8 festgelegt.
Schon nach 2 h konnte ein 86%-iger Umsatz von LachiAker4-Boc zu GlcA-LacNAc-

Linker-t-Boc bei einer Akzeptorkonzentration von 2 mM undeei Temperatur von 30°C

beobachtet werden.



Ergebnisse und Diskussion 181

100 1 LacNAc-Linker-t-Boc
m GlcA-LacNAc-Linker-t-Boc

[}
o

Umsatz/Ausbeute [%)]
» o
) =)

N
o

0 ) 05 1 ) 2
Zeit [h]

Abbildung 97: Ein-Topf Synthese von GIcA-LacNAc-Lirker-t-Boc  (Modul C + Modul D)  im
analytischen Maf3stab (1 mL)

Die Synthese des hybriden Glukuronids wurde in 3@ fris-HCI (pH 7,8) mit 0,5 mM NAD, 2 mM

UDP-Glc, 2 mM LacNAc-Linket-Boc, 1 U HigUGDH, 1,5 U HigNOX und 2 U HigcatGIcAT-P fir 2 h bei

30°C durchgefiihrt und und mit RP-HPLC Analyse koffitrt.

Mit dem Ziel eine 6konomische Synthesestrategie erablieren, wurden zwei weitere
Experimente im analytischen Mal3stab durchgefuhig. Akzeptorkonzentration wurde auf
5 mM erhoht und der Einsatz an Enzymaktivitat irezunterschiedlichen Anséatzen reduziert.
Um die Inhibition der Glukuronyltransferase durckigesetztes UDP (5 mM) zu vermeiden,

wurde den Ansétzen zunachst alkalische Phosphaigsdiigt.

Experiment 1 (His,NOX 1 U/mL, His catGIcAT-P 1 U/mL, His,UGDH 1U/mL
= Experiment 2 (His,NOX 0,5 U/mL, His.catGIcAT-P, 0,5 U/mL, His,UGDH 0,5 U/mL
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Abbildung 98: Syntheseoptimierung von  GIcA-LacNAc-linker-t-Boc  (Modul C + Modul D)  im
analytischen Maf3stab (1 mL)

Die Synthese des hybriden Glukuronids wurde in 3@ ffris-HCI (pH 7,8) mit 0,5 mM NAD, 5 mM

UDP-Glc, 5 mM LacNAc-Linket-Boc und mit 0,5 U HiNOX/HisgtUGDH/HissGICAT-P bzw. mit 1 U

HissNOX/HissUGDH/HissGICAT-P und 2 U alkalische Phosphatase fur 24 h3®8C durchgefihrt und mit

RP-HPLC Analyse kontrolliert.
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Mithilfe dieser Strategie konnte in beiden Expernite® nach 5 h bzw. 24 h Synthesezeit eine
Ausbeute von 5 mM GlIcA-LacNAc-LinkdrBoc detektiert werden (Abbildung 98). In einem
weiteren Schritt wurde die Synthese des Zielproghilgus 6konomischen Grinden nun mit
0,5 U/mL aller beteiligten Enzyme und ohne Zusatz alkalischer Phosphatase eingesetzt.
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Abbildung 99: Ein-Topf Synthese von GIcA-LacNAc-Lirker-t-Boc (Modul C + Modul D) ohne Zusatz
von alkalischer Phosphatase im analytischen MaR3stald mL)

Die Synthese des hybriden Glukuronids wurde in 3@ ffris-HCI (pH 7,8) mit 0,5 mM NAD, 5 mM

UDP-Glc, 5 mM LacNAc-Linket-Boc und mit 0,5 U HiNOX/HissgUGDH/HissGICAT-P fir 24 h bei 30°C

durchgefiihrt und mit RP-HPLC Analyse kontrollieEine Ausbeute von 66% nach 24 h entspricht 3,3 mM

Produkt.

Im analytischen Malstab zeigt die Synthese dest-sidfatierten HNK-1 Epitops ohne
Zusatz von alkalischer Phosphatase nach 24 h aibeuwe von 66% (3,3 mM) (Abbildung
99). Der nicht vollstandige Umsatz des Eduktesaidgtdie Akkumulation des inhibitorisch
wirkenden UDP auf die Enzymaktivitdt der ktiatGICAT-P wahrend der Synthese
zurtckzufiihren. Die Kontrolle des Syntheseverldnfssemipraparativen Maf3stab (5 mL)
ergab nach 24 h eine 64%-ige (3,2 mM) Produktausb@ibbildung 100), so dass hier
3,2mM UDP akkumulierten (Abbildung 101). Insgesamirde die Funktionalitat der
gekoppelten Systeme jedoch bestatigt.
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Abbildung 100: Ein-Topf Synthese von GIcA-LacNAc-Lnker-t-Boc  (Modul C + Modul D) im
semipraparativen Maf3stab (5 mL)

Die Synthese des hybriden Glukuronids wurde in 3@ ffris-HCI (pH 7,8) mit 0,5 mM NAD, 5 mM

UDP-GIc, 5 mM LacNAc-Linket-Boc und 2,5 U aller involvierten Enzyme fur 24 h 88°C durchgeftuhrt und

mit RP-HPLC und CE-UV Analyse kontrolliert. Eine gheute von 64% nach 24 h entspricht 3,2 mM Produkt.
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Abbildung 101: CE-UV  Analyse der Ein-Topf Synthese von  GIcA-LacNAc-Linker-t-Boc
(Modul C + Modul D) im semipraparativen Maf3stab (5 ni)

Die CE-UV Analyse im semipraparativen Mal3stab vormb dokumentiert die Akkumulation von UDP

(Retentionszeit: 18,9 min) durch Freisetzung vorPUD der Transferreaktion der KiatGICAT-P wahrend der

Synthesezeit von 24 h.

Nach der erfolgreichen Synthese des Trisaccharidslgee die Isolierung aus dem
Synthesegemisch nach Kapitel 3.12.5.2. Das Chragratan der analytischen HPLC
Methode (Abbildung 102, A) zeigt den nicht vollsdggen Umsatz von LacNAc-LinkdrBoc
zum Trisaccharid GIcA-LacNAc-LinkerBoc und des Weiteren die partielle Spaltung des
Eduktes zu GIcNAc-Linket-Boc. Die Entstehung von GIcNAc-LinkéBoc (Retentionszeit:
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13,9 min) wird mit einef-Galaktosidase-Aktivitat erklart. Dennoch konnte tHolierung des
Trisaccharids mit einer Retentionszeit von 22-2b iiber die praparative HPLC Analytik mit
einem isokratischen Laufmittel (15% AcN; 0,1% Ansgisdure) erfolgreich durchgefihrt
werden. Die vereinigten Fraktionen wurden anscklhel3zam Rotationsverdampfer eingeengt
und abschlie3end Uber die analytische HPLC Anabtileut kontrolliert (Abbildung 102, C).
Mit einer Ausbeute von 36% konnten 6,8 mg (9 unkpdukt wahrend der Synthese im
5 mL-Mal3stab erzielt werden. Der hohe Produktverurdert zukinftig eine Optimierung
der Aufreingungsstrategie. Die abschlielRende Untbrsng mittels Massenspektroskopie
(Abbildung 103) und'H-NMR Spektroskopie (Abbildung 104) bestatigte eintly die

Identitat des Trisaccharids.
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Abbildung 102: Produktisolation von GIlcA-LacNAc-Linker-t-Boc mit der praparativen RP-HPLC
Methode

Nach quantitativer Umsatzbestimmung des semipréipanaSyntheseansatzes Uber analytische RP-HPLC (A.

erfolgte die Produktisolation des Zielproduktes det praparativen RP-HPLC Methode (C.). Die Eluti@m

GlcA-LacNAc-Linkert-Boc erfolgt nach 22-25 min (Peak A), die ElutionnvhacNAc-Linkert-Boc nach

26-28 min (Peak B) und die Elution von GIcNAc-LimkeBoc nach 30-32 min (Peak C). AbschlieRend wurden

die manuell gesammelten Produktfraktionen erneat dke HPLC-Analytik Gberprift (B.).
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Abbildung 103: ESI-MS  Analyse der Ein-Topf Synthese von  GIcA-LacNAc-Linker-t-Boc
(Modul C + Modul D) im semipréparativen Mal3stab
Die detektierte Massa/z759,3 fur [M-H] wurde der berechneten Masse [M}z760,2 zugeordnet.
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Abbildung 104: *H-NMR Spektrum von GlcA(p1-3)Gal(p1-4)GIcNAc(B1-Linker-NH »-t-Boc
Das Spektrum wurde aufgenommen inCD(400 MHz; 30°C) mit einem Bruker AV 400 Ultra Shl
Spektrometer. Die chemische Verschiebung ist-iMalistab [ppm] und die Kopplungskonstanten in Hertz

angegeben.

6=4,73 (d,J=7,82 Hz, H-1 GIcA” p1-3, H-1 Gal'B1-4); 4,55 (d,J=7,77 Hz, H-1 GIcNAc
B1-); 4,16 (d,J=2,92 Hz, 1H, H-5 GIcA”); 3,92 (trJ=9,4 Hz, H-3 Gal”); 2,02 (s, 3H, C})
1,43 (s, 9H, Boc).
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4.4.3  Ein-Topf Synthese des nicht-sulfatierten HNK-1-Epi  tops durch
Kopplung des SuSy-Moduls mit dem UGDH- und GIcCAT-Mo  dul
(Modul B + Modul C + Modul D)

Zur Regeneration von UDP-GIcA ausgehend von UDP Sextharose wurden die Module C
und D zusatzlich mit dem Modul B in einer Ein-Tdpynthese gekoppelt (Abbildung 14).
Die in situ Regeneration ermoéglicht den Einsatz von katalggsc Mengen UDP und

verhindert so die Inhibition der GlykosyltransfesasSuSyl und GICAT-P durch UDP. Fur

das SuSy-Modul wurde sowohl SuSylSncerevisia@ls auch irkE. coli produziert.

4.4.3.1 Synthese des nicht-sulfatierten HNK-1 Epito  ps mit der SuSy1,

produziertin E. coli

Die Syntheseoptimierung ohne UDP-Regeneration ialydachen Mal3stab hatte gezeigt,
dass eine 5 mM Akzeptorkonzentration mit einem &mson 0,5 U/mL aller betreffenden
Enzyme und unter Zusatz von alkalischer Phosphataseiner erfolgreichen Synthese
fuhrten (Kapitel 4.4.2). Auf Basis dieser Strategéolgte zunéchst im analytischen
1 mL-Mal3stab die zusatzliche Kopplung der Moduleir@ D mit dem Modul B in einer
Ein-Topf-Synthese.Dabei zeigte die Synthese des hybriden Glukuromas SuSyl,
produziert inE. coli BL21(DE3), im analytischen Mafstab einen 98%-ige®8 mM) Umsatz
des Akzeptorsubstrates LacNAc-LinkeBoc (Abbildung 105). Somit konnten fir UDP und
dariiber hinaus fir den Kofaktor NA23,5 bzw. 17,6 Regenerationszyklen von maximal

24 bzw. 19 Zyklen erreicht werden.
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Abbildung 105: Ein-Topf Synthese von GlcA-LacNAc-Linker-t-Boc mit der SuSy1, produziert inE. coli,
(Modul B + Modul C+ Modul D) im analytischen Maf3steb (1 mL)

Die Synthese des hybriden Glukuronids wurde in 9@ iris-HCI (pH 7,8) mit 0,2 mM UDP, 300 mM

Saccharose, 0,5 mM NAD5 mM LacNAc-Linkert-Boc sowie 0,25 U SuSyl, 0,5 U Ki#GDH, 0,5U

HissNOX und 0,5 U HigcatGICAT-P fiir 24 h bei 30°C durchgefiihrt und mR-RPLC Analyse kontrolliert.

Ein Umsatz von 98% Edukt entspricht 4,9 mM LacNAnKer+-Boc.

Bei gleichbleibenden Reaktionsparametern wurden h nddal3stabsvergrol3erung der
Ein-Topf-Synthese (5 mL Batch) 79% des Zielprodsktmit &ahnlicher Anzahl an
Regenerationszyklen fir UDP und NA[L9 bzw. 14) erreicht (Abbildung 106).
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Abbildung 106: Ein-Topf Synthese von GIcA-LacNAc-Lhker-t-Boc mit der SuSy1, produziert inE. coli,
(Modul B + Modul C + Modul D) im semipraparativen Maf3stab (5 mL)

Die Synthese des hybriden Glukuronids wurde in 9@ fris-HCI (pH 7,8) mit 0,2 mM UDP, 300 mM

Saccharose, 0,5 mM NAD5 mM LacNAc-Linkert-Boc und 1,25 U SuSy 1 (produziert B coli), 2,5 U

HissUGDH, 2,5 U HigNOX und 2,5 U HigcatGIcAT-P fur 24 h bei 30°C durchgefuhrt und mP-RPLC

kontrolliert. Eine Ausbeute von 79% entspricht 4 r@i¢tA-LacNAc-Linkert-Boc.
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Wiederholt wurde die Bildung von GIcNARL-Linkert-Boc (20%), welches vermutlich
durch eine B-Galaktosidase-Aktivitat entstanden ist, detektidéine Optimierung des
Aufreinigungsprotokolls der rekombinanten §isSDH schien daher fir eine effiziente
Synthese notwendig zu sein. Eine Fremdkontaminatiénmrend des Aufreinigungsprozesses
kann ausgeschlossen werden, da ebenfalls néliNNA Sepharose verwendet wurde. Auch
die Erh6hung der Imidazolkonzentration wahrend dé&schschrittes ergab keine
nennenswerte Verbesserung. In weiteren Kontrollexmnten, in denen SuSyl, BHi#GDH,
HissNOX und HisGICAT-P bezlglich ihrer Nebenaktivitat untersuchirden, zeigte nur die
gereinigte Enzymprdparation von KIKGDH eine p-Galaktosidase-Nebenaktivitat
(Abbildung 1073. Vermutlich agglutinieren eine intrinsischf Galaktosidase deg. coli
Rosetta(DE3)pLysS Stamms und die rekombinantgUBHH.

[1- LacNAc #4378 [modified by Administrator] 2012 antrolle Omin ohne Enzym 1.5

1

180 P
j mAl 113, A0 h
200 I
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3- LachAc #4382 [modified by Administrator] hianja 20120515 kontrolle Omin UG0H 1:5 I 151

10
j mAll /m\ B:0h
3 ) ’
2 '

4- LachAc #4388 [modified by Administrator] Manja 20120516 kontrolle 24h ugdh 1:5 Uy V151

140

mAL 113
! 215337 B: 24 h

4 Il 1

20 T T

T T T T T T T T T T T T T T T T T
1227 1250 1275 13,00 13,25 1350 1375 14,00 1425 1450 1475 15,00 15,25 1550 1575 16,00 18,25

T 1
16,83

Abbildung 107: Kontrollexperiment zur Spaltung desAkzeptorsubstrates LacNAc-Linker-t-Boc

Das Kontrollexperiment wurde durch Inkubation vab @ HisUGDH with 2 mM LacNAc-Linkert-Boc in

50 mM Tris-HCI (pH 7,8) fir 24 h bei 30°C. Eine Beoohne Enzym diente als Negativkontrolle. Die
Retentionszeit fur LacNAc-LinkerBoc betragt 13,5 min und fir GIcNAc-LinkéBoc 15,3 min
(Rechet al.2011).

Nach Produktisolation mit der préaparativen RP-HPLEMethode bestatigte die
massenspektrometrische Untersuchung die Integdiést Trisaccharids (Abbildung 108).
Insgesamt konnten 9 mg (11,9 umol) reines Prodektognen werden. Auch hier weist die
Produktausbeute von 47,6% deutlich darauf hin, dessdem Aufreinigungsprotokoll des
Trisaccharids noch weiterer Optimierungsbedarfdddst
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Abbildung 108: ESI-MS Analyse der Ein-Topf Synthesevon GIcA-LacNAc-Linker-t-Boc mit der SuSy1,
produziert in E. coli, (Modul B + Modul C + Modul D) im semipraparativen Malstab
Die detektierte Massa/z759,4 fur [M-H] wurde der berechneten Masse [M}z760,2 zugeordnet.

4.4.3.2 Synthese des nicht-sulfatierten HNK-1-Epito  ps mit der SuSy1,

produziertin S. cerevisiae

Zur Synthese des Trisaccharids mithilfe von SuSpfgduziert in Hefe, wurden die
Reaktionsparameter des semipraparativen AnsatzeKapitel 4.4.3.1 GUbernommen. Nach
24 h konnte eine 76%-ige Ausbeute (3,8 mM Prodeikt)ittelt werden (Abbildung 109). Da
die MS Analyse die Identitat des Produktes nacniwag mittels der RP-HPLC Methode
bestatigte, wurde aus Zeitgrinden auf eine Aufgeing verzichtet. Somit konnten fir UDP
18 von 24 Regenerationszyklen und fiir den Kofal&D* 13 von 19 Zyklen berechnet

werden.
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Abbildung 109: Ein-Topf Synthese von GIcA-LacNAc-Lnker-t-Boc mit der SuSyl, produziert in
S. cerevidsiae, (Modul B + Modul C + Modul D) im semipraparativen Maf3stab (5 mL)

Die Synthese des hybriden Glukuronids wurde in 9@ iris-HCI (pH 7,8) mit 0,2 mM UDP, 300 mM

Saccharose, 0,5 mM NAD5 mM LacNAc-Linkert-Boc und 1,25 U SuSy 1 (produziertSn cerevisiag)2,5 U

HissUGDH, 2,5 U HigNOX und 2,5 U HigcatGIcAT-P fur 24 h bei 30°C durchgefuhrt und mP-RPLC

Analyse kontrolliert. Eine Ausbeute von 76% entsiptri3,8 mM GlcA-LacNAc-Linket-Boc.

‘ [ = -

Abbildung 110: ESI-MS Analyse der Ein-Topf Synthesevon GlcA-LacNAc-Linker-t-Boc synthetisiert mit
der SuSyl, produziert in S. cerevisae, (Modul B + Modul C + Modul D) im
semipraparativen Mal3stab

Die detektierte Mass®/z759.4 fur [M-H] wurde der berechneten Masse [M}z760,2 zugeordnet.
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4.4.4  Evaluation der Synthesestrategien zur Produktion d es

nicht-sulfatierten HNK-1 Epitops

Die kombinatorische Synthesestrategie durch Kogpldes SuSy-Moduls mit dem UGDH-
und GIcAT-Modul ist gegentuber dem Reaktionsansatziddie Kombination des UGDH-
Moduls mit dem GICAT-Modul zu favorisieren. In estVersuchen konnte nach integrierter
in situ Regeneration von UDP-GIcA der Umsatz von LacNAgkier{-Boc um 15% erhoht
werden. Die in situ Regeneration ermdglicht eine 25-fache Reduktionr de
Ausgangskonzentration von UDP. Dem gegeniber sialbt5 mM Ausgangskonzentration
fur UDP-Glc bei der Verwendung des Reaktionsansattene Regeneration (Modul C +
Modul D). Somit kdnnen die Kosten fur die Synthdss nicht-sulfatierten HNK-1 Eptitops
trotz notwendiger Produktion von SuSyl erheblich segpit werden. Mit der
Regenerationsstrategie wurde unter Einsatz von Bu@ys zwei verschiedenen
Produktionssystemen ein Umsatz in der gleichen &rofiinung E. coli 79% und

S. cerevisiae76%) nach einer Reaktionszeit von 24 h erreicht. Einneeswertes Problem
scheint die Verunreinigung der Syntheseansatze+Gialaktosidase zu sein. Ob es sich bei
der pB-Galaktosidase-Aktivitat um eine intrinsische Al aus dem E. coli
Rosetta(DE3)pLysS Stamm konnte noch nicht geklarden. Zukiinftig kann der Einsatz an
volumetrischer Aktivitat von Hi&ICAT-P im zwei- bis dreifachen Uberschuss einen
schnelleren Syntheseverlauf garantieren und s&@patung des Akzeptorsubstrates, die bei
Synthesezeiten von 24 h detektiert werden kanmingern. Zusammenfassend liefert die
Strategie der Kopplung der Module B, C und D eitie@ich der integriertenin situ

Regeneration von UDP-GIcA eine gute Basis fur eegere Syntheseoptimierung.
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4.5 Bereitstellung von putativen  al,2-Fukosyltransferasen
fur die Enzym-Module zur Synthese des Glykanepitops
2 -Fukosyllaktose

Die heterologe Expression von eukaryontischen us#tdoiellen FucTs inE. coli ist
problematisch. Haufig besitzen diese Enzyme, &hnlie die Galaktosyltransferasen,
hochkonservierte Cysteinreste (de Vretsal. 2001), die zur Bildung voninclusion bodies
fuhren und somit die Ausbeute an l6slichem Protiastisch reduzieren. Voraussetzung fur
aktiv exprimierte Enzyme ist jedoch die l6slichepEession. Daher erfordert die heterologe
Expression von eukaryontischen und bakteriellenTBuim E. coli eine mal3geschneiderte
Klonierungsstrategie. In der Natur ist dariber bsalLaktose nicht das natirliche
Akzeptorsubstrat dem1,2-FucTs. Es ist daher, eine fehlende oder redeztenzymaktivitat
Zu erwarten.

Putativeal,2-FucTs (EQ.4.1.69 aus der Glykosyltransferase-Familie 11 sind aufdrihrer
mehr oder weniger ausgepragten Sequenzhomologie dém CAZy Datenbank
(http://www.CAZy.org) zu finden. Der Nachweis ihrer FucT-Aktivitat iggdoch fur die

meisten Enzyme nicht erbracht. Deshalb lag diet&j@a nahe, putativel,2-FucTs mit
Laktose als Akzeptor zu testen und damit ein ngestEnzym zu identifizieren. Zunéchst
wurden auf der Basis ihrer entfernten HomologieFzuiC drei putativenl,2-FucT Gene
(amuc, epsH, eps)l nicht pathogener Bakterien sowie vier Gene patheg
Bakterienstammen(gN, wbdN, wblA, wbglausgewahlt und die Klonierung der Konstrukte
mit N-terminaler Fusion des Propeptids d@mphylococcus hyicus den modifizierten
Vektor pET22bHisProp geplant. Aus vorangegangenen Untersuchungemtéwo wir
schlieRen, dass das Propeptid in diesem Konstraktsgheinlich eine Schutzfunktion bei der
Faltung der Glykosyltransferase ubernimmt (Saudezap al. 2008). Die Homologie der
ausgewahlten Gene zu FutCHelicobacter pylori NCTC364) entspricht 25-29%
(Anhang, Abbildung 141). Darlber hinaus weisen afkene das HXRRXD Motiv
(GDP binding motif)auf, welches wahrscheinlich das potentielle Bindémfir GDP-Fuc
darstellt. Die Gensequenzen wurden entsprechendEN#L Datenbank von der Firma
Geneart (Regensburg) zur Expressiok ircoli codonoptimiert synthetisiert und anschlie3end
in den modifizierten Vektor pET22hissprop umkloniert und inE. coli JM109(DE3)

exprimiert.
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45.1  Aufreinigung der His gPropAmuc aus Akkermansia muciniphila

Akkermansia muciniphil&st ein strikt anaerobes, intestinal Mucin-degeaeindes Bakterium,
das im humanen Intestinaltrakt vorkommt. Nach grieicher Klonierung und Expression des
Gens amuc aus dem Prokaryonten (Stamm: ATCC BAA-835) (UniRBISwiss-
Prot/accession number: B2UQN9) erfolgte die Auiigging des Fusionsproteins. Die SDS-
PAGE Analyse (Abbildung 111) zeigt I6sliches Proten IMAC Pool (Spur: 1), inclusion
bodie$ im Zellpellet (Spur: 4) und eine Uberexpressias d-usionsproteins im Rohextrakt
(Spur: 3). Die Ausbeute an l6slichem Protein be®ug&t mg/ge. coli IM109(DE3) Zellen.
Die I6sliche Expression des Gens bestatigte digte}fie der Verwendung des Propeptids in
der Fusion mit der putativen FucT Amuc als potdietie Schutz bei der Faltung der
katalytischen Domane der Glykosyltransferase. kiigdreinigte FucT wurde ein apparentes
Molekulargewicht von 70 kDa (Abbildung 111) ermitte Das theoretische
Molekulargewicht, berechnet an Hand der Aminosagqesnz, betragt 57,7 kDa. Ursache fur
die Abweichung des Molekulargewichtes ist die hélmzahl an sauren Aminosauren in der
Propeptidsequenz (207 Aminosauren), die zu eirsrzierten SDS-Beladung und damit zu
einer geringeren Mobilitat in der SDS-PAGE Analfigleren (Mizanur und Pohl 2008).

His,PropAmuc (ca.70 kDa) o O w ' 72KkDa
— 55 kDa
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Abbildung 111: SDS-PAGE Analyse der HigPropAmuc (Coomassie Farbung) nach Aufreinigung mitls
Ni?*-NTA Sepharose

Spur 1: IMAC-Pool; Spur 2: Proteinmarker (PageRWMErestained Protein Ladder, Fermentas); Spur 3:

Rohextrakt; Spur 4: Zellpellet. Die SDS-PAGE Anay=eigt ein apparentes Molekulargewicht von cak8,

das theoretische Molekulargewicht abgeleitet von Eemarsequenz wurde berechnet mit 57,7 kDa. Die

Grolenabweichung wird verursacht durch den AuflEnuRttopeptidsequenz mit einer hohen Anzahl vonesaur

Aminosauren, die zu einer reduzierten Mobilitat3mMS-PAGE fihren (Mizanur und Pohl 2008).



194 Ergebnisse und Diskussion

Der Nachweis der FucT-Aktivitdt fir das Akzeptodudis Laktose konnte mit den
unterschiedlichen verwendeten Testmethoden (Kapi&lL.1) jedoch nicht erbracht werden.
Der Fotometertest zeigte keine signifikante Abnahme NADH. Dariber hinaus konnte
auch keine Aktivitat des Fusionsproteins sowohl Rathextrakt als auch mit gereinigtem
Protein nach 30 h Synthesezeit mittels der HPAEG-RAethode nachgewiesen werden. Die
CE-UV Analytik zeigte ebenfalls im &gleich zur Kontrolle keine signifikante Abnahmesde

Donorsubstrates GDP-Fuc.

4.5.2  Aufreinigung der His ¢PropEpsH aus Lactococcus lactis subsp.
cremoris NIZO B40

Lactococcus lactigst ein grampositives Bakterium, das zur Herstgllwon Milch- und
Kaseprodukten verwendet wird. Das GepsH (UniProtKB/Swiss-Prot/accession number:
006036), dasaus demepsGencluster stammt, ist in der Exopolysaccharidsinhese
involviert (van Kranenburget al. 1997, van Kranenburgt al. 1999). Nach Aufreinigung
bestétigte die SDS-PAGE Analyse (Abbildung 112)Idsdiche Produktion des Zielproteins.
In ersten Versuchen konnten an l6slichem Protef® Ong/g ZellenE. coli IM109(DES3)
produziert werden. Mittels CE-UV und HPAEC-PAD Aysg wurde keine Aktivitat fur das
Konstrukt HigPropEpsH mit Laktose nach 30 h Synthesezeit nadlegew.

His,PropEpsH (ca. 72 kDa)» —_— - -3 72 kDa
55 kDa
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26 kDa
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Abbildung 112: Western Blot Analyse der HigPropEpsH nach Aufreinigung mittels N?*-NTA Sepharose
Spur 1: IMAC-Pool; Spur 2: Rohextrakt; Spur 3: Bellet; Spur 4: Proteinmarker (PageRuler™Prestained
Protein Ladder, Fermentas). Die Western Blot Arabmsigt auch ein apparentes Molekulargewicht vokG2

fur HisgPropEpsH mit einer GréRenabweichung von 10 kDa.
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45.3 Aufreinigung der His ¢PropEpsll aus Streptococcus
thermophilus LMG18311

Streptococcus thermophilugst ein anaerobes Milchsaurebakterium, das edenfalr
Herstellung von fermentierten Milch- und Kasepragukdient. Das Genprodukt wird der
Exopolysaccharid Biosynthese zugeordnet (Boletiral. 2004). Die Aufreinigungskontrolle
des Fusionsproteins (Abbildung 113) erfolgte mit siéen Blot Analyse. Diese zeigte
l6sliches Protein im gereinigten Enzympool und dieerexpression des Gens im Rohextrakt.
Die Ausbeute an loslichem Protein betrug 1,2 mgéiled E. coli JM109(DE3). Die
wiederholte Uberpriifung der Aktivitat mittels CE-Uvhd HPAEC-PAD Analyse ergab
keinerlei Hinweise auf aktives Fusionsprotein JRi®pEpsll fur Laktose als
Akzeptorsubstrat.

His,PropEps11 (ca. 72 kDa) » -— D emp 72 kDa
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Abbildung 113: Western Blot Analyse der HigPropEps11 nach Aufreinigung mittels Nf*-NTA Sepharose
Spur 1: IMAC-Pool; Spur 2: Rohextrakt; Spur 3: gellet; Spur 4: Waschfraktion, Spur 5: Proteinmarke
(PageRuler™Prestained Protein Ladder, Fermentaig). Vilestern Blot Analyse zeigt auch ein apparentes
Molekulargewicht von72 kDa fiirHisgPropEpsl11l mit einer GroRenabweichung von 10 kDa&. theoretisch
Molekulargewicht abgeleitet von der Primarsequestzdyt 62,6 kDa.

4.5.4  Aufreinigung der His gPropWbdN aus Salmonella enterica subsp.

Salamae

Die putative a1,2-FucT WbdN (UniProtKB/Swiss-Prot/accession number: Q5UHB1) des
gramnegativen human-pathogenen Bakteri@abnonella enterica subsp. Salan{&erovar
Greenside M29Q)wird dem O-Antigen Cluster zugeordnet (Sameelal. 2004). Nach
Aufreinigung bestatigte die Ausbeute an l6slichenmotéin von 1,75 mg/gE. coli
JM109(DE3) Zellen eine gute Expressionsrate, waschdudie SDS-PAGE Analyse



196 Ergebnisse und Diskussion

(Abbildung 114) uberprift wurde. Eine Enzymaktivitdes Fusionsproteins fur Laktose
konnte mittels CE-UV und HPAEC-PAD Analytik nichachgewiesen werden.
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Abbi Idung 114: SDS-PAGE Analyse (Coomassie Farbupgler HissPropWbdN nach Aufreinigung mittels
Ni?*-NTA Sepharose

Spur 1: Proteinmarker (PageRuler™Prestained Prdtamider, Fermentas); Spur 2: IMAC-Pool; Spur 3:

Rohextrakt; Spur 4: Zellpellet. Die SDS-PAGE Anay=eigt ein apparentes Molekulargewicht von cakDa,

das theoretische Molekulargewicht abgeleitet vanRtamarsequenz wurde berechnet mit 57 kDa.

455  Aufreinigung der His gPropWbgN aus E. coli O55:H7

Das Genprodukt WbgN (UniProtKB/Swiss-Prot/accessiomber: Q8VQ46) ist an der
Synthese des O55:H7-Antigens von enteropathogéhenoli Bakterien beteiligt (Wang
et al.2002). Die Proteinaufreinigung ergab 1,4 mg/goli JM109(DE3) Zellen an l6slichem
gereinigtem Fusionsprotein HRropWbgN. Der Nachweis der enzymatischen Synthese v
2’-FL mittels CE-UV und HPAEC-PAD Analytik war nega somit konnte fur das
betreffende Fusionsprotein keine Aktivitdt mit Lade® als Akzeptorsubstrat nachgewiesen
werden.
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Abbildung 115: Western Blot Analyse der HigPropWbgN nach Aufreinigung mittels NP#*-NTA
Sepharose

Spur 1: Proteinmarker (PageRuler™Prestained Prdtamider, Fermentas); Spur 2: IMAC-Pool; Spur 3:

Zellpellet; Spur 4: Rohextrakt. Die Western Blotalyse zeigt ein apparentes Molekulargewicht vokDa fir

HissPropWbgN mit einer Gré3enabweichung von 14,2 kDa.

45.6  Aufreinigung der His gPropWbIA aus Vibrio cholerae 022

Das GenwblA (UniProtkKB/Swiss-Prot/accession number: O87157) des pathogenen
Vibrio choleraeBakterien wird der Biosynthese des O22-Antigengepudnet (Yamasalet
al. 1999). Die Aufreinigung des Proteins ergab anidieim Fusionsprotein HjBropWbIA
0,73 mg/gE. coli JIM109(DE3) Zellen. Die Aufreinigungskontrolle ddgte mit Western Blot
Analyse (Abbildung 116). Wiederholte Versuche zutiitatsbestimmung mittels CE-UV
und HPAEC-PAD Analytik zeigten keine Aktivitat flissPropWbIA mit Laktose als
Akzeptorsubstrat.

His,PropWbIA (ca. 72 kDa) » P 72 kDa

55 kDa

34 kDa
26 kDa

Abbildung 116: Western Blot Analyse der HigPropWbIA nach Aufreinigung mittels Ni*-NTA Sepharose
Spur 1: IMAC-Pool; Spur 2: Rohextrakt; Spur 3: Bellet; Spur 4: Proteinmarker (PageRuler™Prestained
Protein Ladder, Fermentas). Die Western Blot Aralsigt auch ein apparentes Molekulargewicht vokD2

flr HissPropWbIA mit einer Grol3enabweichung von 15,5 kDa.
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4.5.7  Aufreinigung der His gPropWbgL aus E. coli 0126

Das wbgL Gen (UniProtKB/Swiss-Prot/accession number: A6MP@2Ad dem O-Antigen
Cluster(Abbildung 117 des pathogeneh. coli 0126 Stammes zugeordnet. Die O-Antigen
Wiederholungseinheit (Abbildung 118) zeigt hiergehde Zusammensetzur@):5-D-Man-
(12> 3)-[a-L-Fuc-(1>2)]--D-Gal(1> 3)-a-D-GIcNAc- (1> 3)-4-D-GIcNAc-(1- (Liu et al.2007).

> - ——— > -
wzy » wbgL == \ypsU ™= fc| == manB ==
wbsT gmd manC WzX

Abbildung 117: E. coli 0126 Antigen Biosynthese Cluster (EMBL-Bank DQ46523) nach Liu et al. (Liu et
al. 2007)
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Abbildung 118: E. coli 0126 Antigen Wiederholungseinheit ausE. coli 0126 nach Liu et al.
(Liu etal. 2007)
2)-p-D-Man-(1>3)-[a-L-Fuc-(1>2)]-B-D-Gal(1> 3)-a-D-GIcNAc-(1> 3)-B-D-GIcNAc-(1-

Nach Induktion der Expression mit 0,1 mM IPTG b&f@ und einer Postinduktionszeit von
24 h konnten aus einem Liter TB Medium 1E&gcoli IM109(DE3) pET22lns6propwbglL
(Feuchtgewicht)n der Schuttelkolbenexpression erzielt werdentzZlfehlender Regulation
der Sauerstoffzufuhr, zeigt die Schuttelkolbenesgion damit eine gute Ausbeute an
Zellmasse. Mit der Ein-Stufen-Aufreinigung tibe#NNTA-IMAC konnten 3 mg gereinigtes
Protein/gE. coli IM109(DE3) Zellen gewonnen werden. Die Funktios Beopeptids flur die
I6sliche Expression des Proteins wurde damit bgst&er Erfolg der Aufreinigung wurde
mittels SDS-PAGE und Western Blot Analyse kontestli Sie zeigen eine gereinigte FucT
mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 7@ kBbbildung 119 und Abbildung 120).
Das theoretische Molekulargewicht, berechnet andHdar Aminosauresequenz, betragt
59 kDa. Die Ursache fiur die Abweichung des Molekgdavichtes ist die hohe Anzahl an
sauren Aminosauren in der Propeptidsequenz (20/m@gauren), die zu einer reduzierten
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SDS Beladung und damit zu einer geringeren Mobilitdder SDS-PAGE Analyse fuhren
(Mizanur und Pohl 2008). Die Integritat des Konktes wurde darliber hinaus durch

Sequenzierung Uberprift.

S <@ His,PropWhgl (70 kDa)

72 kDa

55 kDa

34 kDa

26 kDa

Abbildung 119: SDS-PAGE Analyse (Coomassie Farbungler HissPropWgbL nach Aufreinigung mittels
Ni?*-NTA Sepharose nach Engelst al. (Engels und Elling 2014)

Spur 1: Rohextrakt; Spur 2: Durchfluss; Spur 3:lpgdlet; Spur 4: Proteinmarker (PageRuler™Presthine

Protein Ladder, Fermentas); Spur 5: IMAC-Pool. D&DS-PAGE Analyse zeigt ein apparentes

Molekulargewicht von 72 kDa, das theoretische Molakgewicht abgeleitet von der Primarsequenz wurde

berechnet mit 59 kDa.

-
72 kDa SRS e mm His,PropWhgL (72 kDa)

55 kDa -

-
34 kDa =
26 kDa -
17 kDa -

Abbildung 120: Western Blot Analyse der HisPropWgbL nach Aufreinigung mittels Ni**-NTA Sepharose
nach Engelset al. (Engels und Elling 2014)

Spur 1: IMAC-Pool; Spur 2: Rohextrakt; Spur 3: Bellet; Spur 4: Proteinmarker (PageRuler™Prestained

Protein Ladder, Fermentas); Spur 5: Durchfluss. |égaler SDS-PAGE Analyse zeigte die Western Blot

Analyse auch ein apparentes Molekulargewicht vorka fur HisgPropWgbL mit einer GrélRenabweichung

von 13 kDa.
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Fur Laktose (Tabelle 71) zeigt das Fusionsprotaime espezifische Aktivitat von bis
0,25 U/mg Protein. Somit konntéerraschender Weise die putative Ri®pWhbgL fur das
nicht naturliche Akzeptorsubstrat Laktose als aktind,2-FucT identifiziert werden. Die
Uberprifung der Aktivitat und der Identitat des Swseproduktes 2°-FL erfolgte mittels
Fotometer und HPAEC-PAD Analyse (Kapitel 3.8.1Ih).der wissenschatftlichen Literatur
sowie in der Patentliteratur ist eine einzigg2-FucT FutC (EC 2.4.1.6%us Helicobacter
pylori beschrieben, dieinein vitro Aktivitdt von ca. 89 mU/mg Protein mit Laktose als
Akzeptor zeigt (Albermanret al. 2001). AusArabidopsis thalianawurden zwei putative
al,2-FucTs, AtFUT4 und AtFUT@Gdentifiziert, die jedoch ausschliel3lich Arabincajdbn-
Proteine fukosylieren (Wwet al. 2010). Damit stand eine neuartigd,2-FucT fur die

Synthese von fukosylierten Oligosacchariden zufiggemg.

Tabelle 71: Aufreinigung der HigPropWgbL mittels Ni**-NTA Sepharose modifiziert nach Engelst
al. (Engels und Elling 2014)

Volumen Gesamt- Gesamt- Spezifische Aufreinigungs- Aus-
aktivitat protein Aktivitat faktor beute
[mL] (U] [mg] [U/mg] -] (%]
Rohextrakt 15 20,3 225 0,09 1,0 100
IMAC Pool 31 7,8 31 0,25 2,8 38

45.8 Biochemische Charakterisierung der His  ¢PropWgbL

Auch hier verlangte die Optimierung der Synthesen v@-FL eine umfassende
Charakterisierung der Enzymeigenschaften wie z.pB- und Temperatur-Optimum,
Enzymstabilitat, Substratkinetiken und Substratsipézn.

4.5.8.1 Bestimmung des pH- und Temperatur-Optimums

Glykosyltransferasen weisen allgemein ein Tempef@ptimum im Bereich von 25-37°C
auf. Zur Bestimmung des Temperatur-Optimums wurde HPAEC-PAD Analyse

ausgewahlt und die relative Aktivitdt des Enzymseimem Puffersystem von 50 mM
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Tris-HCI (pH 7,6) bei unterschiedlichen Temperatubestimmt. Bei einer Temperatur von
27°C erfahrt die enzymkatalysierte Reaktion diekst& Beschleunigung. Temperaturen tber

27°C fuhren zu einer Inaktivierung des Enzyms dibehaturierung (Abbildung 121).
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Abbildung 121: Bestimmung des Temperatur-Optimums @r HisgPropWgbL modifiziert nach
Engelset al. (Engels und Elling 2014)

Bei 27°C zeigt das Enzym eine relative Aktivitalvb00% in 50 mM Tris-HCI Puffer(pH 7,6). 100% rélat

Aktivitat entsprechen 0,23 U/mg.

HissPropWgbL zeigt fur das Puffersystem Tris-HCI einatie breites pH-Optimum im
Bereich von pH 7-8. Die hochste Aktivitat wird jexthobei pH 7,6 erreicht. Das relativ breite

pH-Optimum sprach zunéchst fur die Applikation d&szyms in der kombinatorischen

Biokatalyse.
1001
T 80-
B
2 601
£
<
(4
2 407
8
[
[+4
201
0+ T T T T T T
6,8 7 7,2 7,6 8 8,2 8,4

pH

Abbildung 122: Bestimmung des pH-Optimums der HigPropWgbL in 50 mM Tris-HCI modifiziert nach
Engelset al. (Engels und Elling 2014)

Die relative Aktivitat deml,2-FucT wurde bestimmt in 50 mM Tris-HCI und 27Tas pH-Optimum fir dieses

Puffersystem liegt bei pH 7,6. 100% relative Aktitientsprechen 0,23 U/mg.
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4.5.8.2 Untersuchung der Enzymstabilitat

Der Einfluss der Temperatur hinsichtlich der Sigdtilkann aufgrund des Proteincharakters
der Enzyme erheblich sein. Enzymatische Synthesiendern daher die Uberpriifung der
Proteinstabilitdt Gber einen bestimmten Zeitraune Broteinstabilitdt wurde hier mittels
HPAEC-PAD Analyse bei einer Temperatur von 27°GthmM Tris-HCI Puffer (pH 7,6)
Uber einen Zeitraum von 8 Tagen Uberprift. Dabetewine Halbwertszeit von 57 h und ein
Inaktivierungskoeffizient (k=0,012) nach Arrheniesmittelt (Abbildung 123). Die Daten
wurden mithilfe der Arrhenius (Gleichung 6) untezrBitzung der Software Sigma Plot 10.0
(SPSS GmbH Software, Germany) berechnet. Die Lagedes frisch gereinigten Enzyms
bei -20°C fur 2 Monate fuhrte zu einer Restaktivitén 70%. Damit zeichnet sich das Enzym

als stabiler Biokatalysator aus, geeignet flr Sgsdim Uber einen lAngeren Zeitraum

100 4
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Abbildung 123: Enzymstabilitat der HissPropWgbL bei 27°C in 50 mM Tris-HCI Puffer modifizi ert nach
Engelset al. (Engels und Elling 2014)

Bei der Untersuchung der Enzymstabilitat in 50 mkis-HCI Puffer (pH 7,6) mittels HPAEC-PAD Analyse

konnte eine Halbwertszeit von 57 h und ein Inaktivhgskoeffizient k von 0,012 ermittelt werden. Diaten

wurden mithilfe der Arrhenius Gleichung unter Bemwrtg der Software Sigma Plot 10.0 (SPSS GmbH

Software, Germany) berechnet. 100% relative Akiintsprechen 0,22 U/mg.

4.5.8.3 Einfluss von divalenten Kationen auf die En  zymaktivitat

Die al1,2-FucT WbgL wurde der Glykosyltransferasen Famill (EC2.4.1.69) zugeordnet.
Vertreter dieser Familie katalysieren die Reaktiorter einer direkten Verdrdngung des
Substituenten Uber eing&SReaktion. Dadurch kommt es zur Inversion der kKpumrhtion am

anomeren C-Atom des Donors (Lairsen al. 2008). Die Notwendigkeit von divalenten
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Kationen fur die Katalyse ist abhéngig von der geiend konservierten Struktur der
Nukleotidzucker-abhangigen Glykosyltransferag@reton et al. 2006). Der Zusatz von den
Metallionen M, C&*, Mg® und C&° (Endkonzentration: 2 mM) zur
Standardzusammensetzung des  Aktivititstestes  &laublie  Uberprifung  der
Metallionenabhangigkeit von HiBropWbgL mittels HPAEC-PAD Analyse.
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Abbildung 124: Einfluss von divalenten Metallionenauf die Enzymaktivitat der HissPropWhbgL

moadifiziert nach Engelset al. (Engels und Elling 2014)
Der Einfluss von 2 mM divalenten Metallionen wurdei 27°C in 50 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,6) getestet
100% relative Aktivitat entsprechen 0,22 U/mg.

Die Ergebnisse (Abbildung 124) zeigen eine relat\ivitat von 86% fur HisPropwgbL
ohne Zusatz von Metallionen. Die héchste Aktivitéirde gemessen in Gegenwart von 2 mM
Mn?* (100%) und M4 (90%). Die Zugabe von Gblonen fiihrte zu einer Restaktivitat von
17%. Insgesamt zeigt WbgL keine strikte Notwendigkér divalente Metallionen. Das
fehlende DXD Motiv in der Aminoséauresequenz ordvéigL in die GT-B Strukturfamilie
ein. Diese Glykosyltransferasen zeichnen sich dambi separate Rossmann Doméanen mit
einer verbindenden Linker Region und einem katsdyien Zentrum zwischen den Domanen
aus (Bretoret al. 2006). Die Ergebnisse stehen in Einklang mit ddrB5Typ FucTs WbsJ
(E. coli 0128) und WhbIQE. coli 0127) (Liet al. 2008, Pettitet al. 2010). HigPropwgbL
prasentiert demnach typische Eigenschaften eing€f Rut GT-B Struktur
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4.5.8.4 Untersuchung des Akzeptorsubstratspektrums

Die Untersuchung des AkzeptorsubstratspektrumdiggPropWgbL war neben dem bereits
identifizierten nicht natlrlichen Substrat Laktogm grofiem Interesse. Hierbei wurden die
relativen Aktivitaten der rekombinanterl,2 FucT mit dem kontinuierlichen Fotometertest
nach Barraet al. untersucht (Abbildung 125).

B-D-Gal (1) PNP-B-D-Gal (2) B-D-GalNH, (3) B-D-GalNAc (4)
HOOH HOOH HOOH
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Abbildung 125: Akzeptorsubstrate  der  HigPropWgbL  modifiziert nach Engels e al.
(Engels und Elling 2014)

5 mM Akzeptorsubstrat wurden mit 2 mM Donorsubs@&P-Fuc in 50 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,6) getestet

100% relative Aktivitat von HigropWgbL entsprechen 0,214 U/mg.
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Tabelle 72 gibt einen Uberblick tiber die Aktivititéer rekombinanteal,2-FucT fir diverse
Akzeptorsubstrate in Relation zu dem Substrat Lskt®ie getesteten Monosacchamndé&al
(1), Gap-pNP (2),b-GalNH, (3) undb-GalNAc (4) machen deutlich, dass krsopWhbgL
eine klare Praferenz fur die C2 Position deBal zeigt und dartber hinaus auch eine strikte
Regioselektivitat demonstriert. Das Monosacch@rintGal (70%) ist ein besseres Substrat
als das modifizierte und hydrophobere [5pNP (28%). Unter den getesteten Di- und
Oligosacchariden erweisen sich Laktose (5) undulake (13) als Akzeptorsubstrate mit der
hochsten Aktivitat. Die relativ hohe Aktivitat (85%Ur Typ 2 LacNAc (9) steht im
Gegensatz zu der Aktivitat (10%) fur das hydropmedanker-modifizierte Typ 2 LacNAc
Substrat (10). Dartber hinaus fuhrt dies zum \étidigen Verlust der Aktivitat fur Laktose-
Akzeptoren, die am reduzierenden Ende hydropholigl-Gader Benzyl-Gruppen (6 und 7)
tragen. Langere Saccharide mit zwei Typ 2 LacNAohEiten (11) und verzweigte
Oligosaccharide werden ebenfalls nicht akzeptierése Eigenschaftieutet auf eine enge
Substrat-Bindetasche von WhbgL hin. Wie die Strukles O-Antigens -D-Man-(1>3)-[a-
L-Fuc-(1>2)]-5-D-Gal(1> 3)-a-D-GIcNAc- (1> 3)-4-D-GIcNAc-) ausE. coli 0126 (Liu et

al. 2007) schon vermuten lasst, dient auch Typ 1 LacNE2) als Akzeptorsubstrat fur
HissPropWgbL, so dass sich hiermit weitere synthetiddhglichkeiten ergeben. Somit wére
beispielsweise die Synthese des Antigens H TypdLTyp 2 denkbar. Im Gegensatz zu den
bereits publiziertenal,2-FucTs der GT Familie 11 (WbsJ, WbnK, WbwK undi®)
zeichnet sich WbgL durch die klare Praferenz gdrverknipfter Galaktose-Akzeptoren aus.
Die rekombinante GST-WbiQ, eine weitesd,2-FucT ausk. coli 0127, zeigt vielmehr
strikte Substratspezifitdit gegenuiber Akzeptoree, @al@31-3)GalNAc-OR Verknipfungen
(T-Antigen) enthalten (Yet al. 2005, Liet al. 2008, Pettitet al. 2010). Dennoch ist WbhgL
von besonderem Interesse fir die Synthese von 2Hir kann es als Alternative zu FutC
ausHelicobacter pylorj das bereits zur Synthese von 2’-FL eingesetztle/jAlbermannet

al. 2001, Drouillard et al. 2006) und Typ 1 LacNAc Akzeptorsubstrate priorisie
(Steinet al.2008), benutzt werden
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Tabelle 72: Azeptorsubstrate  der  HigPropWbgL  modifiziert nach  Engels et al.
(Engels und Elling 2014)

Nr. Substrate Relative Aktivitat [%]
1 D-Gal 70
2 pNP-B1Gal 28
3 D-GalNH, ND
4 D-GalNAc ND
5 Gal(31-4)Glc 100
6 Gal@1-4)Glc@1-Benzyl ND
7 Gal(31-4)Glc@1-Octyl ND
8 Gal@1-4)[Fuc@l-3)]Glc ND
9 Gal(31-4)GIcNAc 85
10¢° Gal(31-4)GIcNAc(1-Linkert-Boc 10
117 Gal(p1-4)GIcNAc(@1-3)Galf1-4)GIcNAc@l-Linkert-Boc ~ ND
12 Gal1-3)GIcNAc 28
13 Gal(B1-4)Fru 125
14 Gal@1-6)Glc@l-2)Fru ND

 Referenz Recht al (Rechet al.2011)
ND: Keine Aktivitat detektierbar

4.5.8.5 Bestimmung der Substratkinetiken

Im Hinblick auf die Synthese von 2°-FL wurden diendtischen Daten fur das

Akzeptorsubstrat Laktose und fur den Donor GDP-Faestimmt (Tabelle 73). Die

kinetischen Konstanten fur das Substrat Laktose @idP-Fuc wurden anhand der
Anfangsgeschwindigkeit im  Bereich der linearen @iag bei variablen

Substratkonzentrationen mithilfe des Fotometertesish Barrat berechnet. Fir das nicht
natiirliche Substrat Laktose wurde eip Wert von 5,3 mM (R 0,9935) und fiir GDP-Fuc

von 0,27 mM (R: 0,9907) bestimmt (Abbildung 126).
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Tabelle 73: Kinetische Daten der HigPropWgbL modifiziert nach Engels e al.
(Engels und Elling 2014)

Km Kcat Kcat/K
Substrat . o N
[mM] [min™] [min™™*mM ]
Laktose 5,30 4,20 0,76
GDP-Fuc 0,27 3,96 14,67
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Abbildung 126: Kinetische Analyse der HigPropWhbgL fiir das Akzeptorsubstrat Laktose (A.) und fir

das Donorsubstrat GDP-Fuc (B.) modifiziert nach Englset al. (Engels und Elling 2014)
Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte nfighdler Software Sigma Plot 10.0. Die kinetischerieDa
wurden durch nicht lineare Regressionsanalyse spergnentellen Daten bestimmt. Bei den vorliegenden
hyperbolen Verlaufen der Kurven wurden die kinétest Konstanten K und Vi, mit der Michaelis-Menten-
Gleichung bestimmt. Die Untersuchungen ergabendfigs Akzeptorsubstrat Laktose einen Km-Wert von
5,3 mM (RZ: 0,9935; Vhax 170 mU/mg) und fir das Donorsubstrat GDP-Fuc reikg-Wert von 0,27 mM
(R% 0,9907; Vyax 167 mU/mg).

Im Vergleich zu GST-WbsJ (L&t al. 2008) zeigt HigPropWgbL einen signifikant héheren
kcat-Wert fur Laktose (81-fach) und GDP-Fuc (30Afader Ky,-Wert von 5,3 mM fur das
unnatirliche Substrat Laktose ist geringfligig ngpelt Dartber hinaus spiegelt sich die
Uberlegene katalytische Effizienz von WbgL im Veigh zu WbsJ im kcati¢Wert fir
Laktose (120-fach hoéher) und GDP-Fuc (12-fach hokmeder. Obwohl die Affinitat der
Glutathion-S-Transferase-FucT2 (GST-FucT?2) fur bakt(Kn: 0,168 mM) wesentlich hoher
ist (Albermannet al. 2001), Uberzeugt die drei-fach hohere spezifigtkivitat von WhgL
fur Laktose. Insgesamt eignet sich WbgL aufgrundnese gunstigen Kkinetischen

Eigenschaften sehr gut fir die Synthese von 2°-FL.
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45.9  Klonierung und Expression von  hisgpropfkp aus

Bacterioides fragilis

Zur Synthese von 2°-FL sollte des Weiteren die B&slung des teuren Nukleotidzuckers
GDP-Fuc garantiert werden. Nach Amplifikation de®n& fkp ausgehend von der
genomischen DNA vorBacterioides fragilis(DSM 2151) erfolgte die Klonierung in den
modifizierten Expressionsvektor pET2Bisprop. Der Vektor sollte die l6sliche Expression
von rekombinantem aktivem Protein in hohen Konagmnen im Zytoplasma voEk. coli

JM109(DE3) gewahrleisten. Der Erfolg der Klonierumgd die Integritdt des Konstruktes

wurden durch Sequenzierung Uberpruft.

4.5.10 Aufreinigung der His gPropFKP

Nach Anzucht vor. coliBL21(DE3) pET22Hisspropfkpzur Produktion von HigropFKP
wurdenin Schuttelkolbenexpression aus 1 Liter TB-Medium Durchschnitt 18 g Zellen
E. coliBL21(DE3) (Feuchtgewicht) gewonnen. Die hohe Ausbeun Zellmasse verdeutlicht
gute Wachstumsbedingungen wéahrend der SchittelkeMpeession. Die SDS-PAGE
Analyse bestatigt die erfolgreiche Expression undréinigung (Abbildung 127). Obwohl
das Zellpellet die Bildung voninclusion bodie$ zeigt, kénnen insgesamt ausreichende
Mengen an l6slichem aufgereinigtem Protein geworwvenden (Tabelle 74). Das in der
SDS-PAGE Analyse detektierte Molekulargewicht v@0 kDa entspricht dem theoretisch

berechneten Molekulargewicht von 129,68 kDa.
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Abbildung 127: SDS-PAGE Analyse (Coomassie Farbungjer HissPropFKP nach Aufreinigung mittels
Ni?*-NTA Sepharose

Spur 1: IMAC-Pool; Spur 2: Rohextrakt; Spur 3: Bellet; Spur 4: Proteinmarker (PageRuler™Prestained

Protein Ladder, Fermentas). Die SDS-PAGE Analysgt z8n apparentes Molekulargewicht von 130 kD& da

theoretische Molekulargewicht abgeleitet von démBrsequenz wurde berechnet mit 129,7 kDa.
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Tabelle 74: Aufreinigung der HisPropFKP mittels Ni**-NTA Sepharose

Volumen Gesamt- Gesamt- Spezifische Aufreinigungs- Aus-
aktivitat protein Aktivitat faktor beute
[mL] (U] [mg] [U/mg] [-] [%6]
Rohextrakt 15 67,50 225,0 0,30 1,0 100
IMAC Pool 18 53,46 52,5 1,98 3,0 79

Die spezifische Aktivitat der rekombinanten §RsopFKP liegt mit ca. 2 U/mg Protein in der
gleichen GroRenordnung wie BRKP (Wang et al. 2009). Gegenuber AtFKGP aus
Arabidopsis thaliana ist die spezifische Aktivitdt jedoch ca. 15-fachrhdht
(Kotakeet al.2008). Insgesamt stellt die Produktion von aktivegissPropFKP eine sehr gute
und kostengunstige Basis flur dnevitro Synthese von GDP-Fuc dar.
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4.6 Entwicklung und Optimierung einer modularen Enz ym-
Kaskade zur Synthese des Glykanepitops
2 -Fukosyllaktose

Fur die enzymatische Synthese von 2°-FL mit komtbmischer Biokatalyse sollten zwei
verschiedene Synthesestrategien Uberprift werderkldssischen Zwei-Stufen Modus wird
GDP-Fuc (FKP-Modul, Modul E, Abbildung 15) mithilfen HisPropFKP synthetisiert und
anschlieBend isoliert. Das aufgereinigte Donorsabsollte in einem zweiten Reaktor zur
Synthese des Zielproduktes 2°-FL (FucT-Modul, ModuRbbildung 15) mit HisPropWhbgL
eingesetzt werden. Im sequentiellen Modus in eifiepf wird unmittelbar nach der Synthese
von GDP-Fuc die Synthese von 2°-FL im selben Reakioch HigPropWhbgL eingeleitet.

4.6.1 Sequentielle Enzymkaskade zur Synthese von 2°-Fuko  syllaktose
mit dem FKP- und FucT-Modul (Modul E + Modul F)

Die sequentielle Synthese von 2°-FL wurde zunaahsklassischen Zwei-Stufen Modus
gestartet. Dabei konnten fur die Synthese des Baobstrates GDP-Fuc und fir das
Trisaccharid 2°-FL unabhangige Reaktionsbedingunggewahlt werden. Das
Zwischenprodukt GDP-Fuc wurde hier isoliert.

4.6.1.1 Semipraparative Synthese von GDP-Fuc mitde m FKP-Modul
(Modul E)

Mit der CE-UV Analyse zeigte die Synthese des Sddlintermediates GDP-Fuc mit
HissPropFKP nach 3 h Reaktionszeit einen quantitatitémsatz von 10 mML-Fuc
(Abbildung 128). Die geringe Ausbeute von 43% Pkad@5 mg, 42,5 umol) nach Isolation
des Donorsubstrates ist mit dem Gelchromatograégaliren zu erklaren, welches durch die
starke Verdinnung des Zielproduktes mit dem Lauéinz#u hohem Produktverlust fuhRur
eine zukunftige Optimierung stellt die Verwendungr dpraparativen HILIC-Methode
(Kapitel 3.12.5.1) eine Alternative dar. Die Idedtides isolierten Substrates wurde durch



Ergebnisse und Diskussion 211

Vergleich mit kommerzieller GDP-Fuc und durch Massgeektrometrie bestatigt (Abbildung
129).
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Abbildung 128: Synthese von GDP-Fuc mit dem FKP-Modl (Modul E) im semipraparativen Maf3stab
(10 mL) modifiziert nach Engelset al. (Engels und Elling 2014)

Die Synthese von GDP-Fuc wurde mit 50 mM Tris-H@H (7,6), 8 mM MgCJ, 10 mM GTP, 10 mM ATP,

10 mM L-Fuc, 10 U anorganischer Pyrophosphatase und 2 §PitépFKP fir 3 h bei 37°C durchgefiihrt.

100% Ausbeute entsprechen 10 mM GDP-Fuc.
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Abbildung 129: ESI-MS Analyse der Synthese von GDP-Fuc mit dem FKRlodul (Modul E) nach
Engelset al. (Engels und Elling 2014)

Die detektierte Massen/z 587,8 fir [M-H] wurde der berechneten Masse [Mijz 588,3 von GDP-Fuc

zugeordnet.
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4.6.1.2 Semipraparative Synthese von 2"-Fukosyllakt  ose mit dem FucT-Modul
(Modul F)

Die anschlieBende Synthese von 2°-FL mitsPlispWgbL, GDP-Fuc und Laktose wurde in
einem separaten Reaktionsgefald gestartet. NachR&g&ktionszeit konnte tber CE-UV und
HPAEC-PAD Analyse eine 90%-ige Ausbeute von 2’-Fdoltachtet werden (Abbildung
130).
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o o5 15 3 5 6 22 26

Zeit [h]

Ausbeute 2°-FL [%]

Abbildung 130: Synthese von 2°-FL mit dem FucT-Modu (Modul F) im semipréaparativen Malf3stab
(10 mL) modifiziert nach Engelset al. (Engels und Elling 2014)

Der Syntheseansatz enthielt 50 mM Tris-HCI (pH ,786)nM Laktose; 1 mM DTT, 4,25 mM GDP-Fuc, 2 mM

MnCl,, 5 U alkalische Phosphatase und 2 UgPlispWbgL. Der Ansatz wurde 26 h bei 27°C inkubiert

100% Ausbeute entsprechen 4,25 mM 2"-FL.

Die Isolation von 2°-FL mithilfe der Gelchromatofiea fihrte nach Evaporisation zu
8mg2-FL (22 pmol). Auch hier ist die berechnefausbeute von 44% nicht
zufriedenstellend. Anstelle der Gelchromatografiéenrke eine HPLC Methode unter
Benutzung einer Hypercarb HPLC Saule zu einer wsdréen Trennleistung fihren. Den
Angaben des Herstellers Thermo Fisher zufolge eigneh Hypercarb Saulen, bestehend aus
porosem Graphit-Carbon Material, hervorragend zueniiung von hoch polaren
Oligosacchariden mit &hnlichen Strukturen. Die @kgerisierung des Trisaccharids tber MS
Analyse (Abbildung 131) untH-NMR Spektroskopie (Abbildung 132) bestatigte eiutig

die Produktidentitat. Die NMR-Daten sind in Ubestimmung mit den bereits publizierten
Daten von Urashimat al. (Urashimaet al. 1997).
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Abbildung 131: ESI-MS Analyse der Synthese von 27{F mit der HisgPropWbgL (Modul F) nach
Engelset al. (Engels und Elling 2014) im semipraparativen MaRsth
Die detektierte Massa/z487,0 fur [M-H] wurde der berechneten Masse [M}z488,44 von 2°-FL zugeordnet.
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Abbildung 132: *H-NMR von Fuc(al-2)Gal(p1-4)Glc (2'-FL)
Das Spektrum wurde aufgenommen inOD(400 MHz; 30°C) mit einem Bruker AV 400 Ultra 8kl

Spektrometer. Die chemische Verschiebung ist arfmgagas-Malistab [ppm] und die Kopplungskonstanten in
Hertz.

$=5,32 (s, 1H, H-1 Fuc'a1-2); 5,24 (d,)=3.7 Hz, H-1 Glce); 4,65 (d,J=7.9 Hz, H-1 GIcB);
4,53 (d,J=7.7 Hz, H-1 Galp1-4); 4,24 (m, 1H, H-5 Fuc¥1-2); 1,23 (d,J=6.6 Hz, 3H, CH
Fuc” al-2)
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4.6.2  Sequentielle Synthese von 2'-Fukosyllaktose mitde ~ m FKP- und
FucT-Modul in einem Topf (Modul E + Modul F)

Um die zeitintensive und aufwendige Isolation dem@substrates GDP-Fuc zu umgehen,
wendeten wir eine Kaskaden-Synthese in einem Topflie erste Stufe umfasste die
Synthese von GDP-Fuc mit der rekombinantensftigpFKP, deren Reaktionsverlauf mittels
CE-UV Analyse verfolgt wurde. Nach 3 h Reaktionszeirde der Ansatz mit alkalischer
Phosphatase inkubiert, um die Nukleotid-Nebenprogldu spalten (Reaktionslosung 1).
Dieser Schritt war zwingend notwendig, da eine bitlinsuntersuchung bei Zusatz von
5mM ATP und 5 mM GTP in den Reaktionsansatz eimst&ktivitat von 33,3% fir
HissPropWbgL ergab (Abbildung 133).
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Abbildung 133: Einfluss von GTP und ATP auf die Engmaktivitat der His {PropWhgL
Der Einfluss von 5 mM ATP und 5 mM GTP wurde beP@7n 50 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,6) getestet.
100% relative Aktivitat entsprechen 0,23 U/mg.

Die zweite Stufe beinhaltete die Zugabe von 8 mMkthse zur Reaktionslosung |
(mit 4,3 mM GDP-Fuc) fur dién vitro Synthese von 2°-FL mit HiBropWgbL. Nach 22 h
konnte ein vollstdndiger Umsatz von 4,3 mM GDP-Futtels HPAEC-PAD Analyse
verzeichnet werden (Abbildung 134). In einem meligbb veranderterk. coli Stamm
konnten mit Uberexprimiertem FutC adslicobacter pyloriextrazellular 120 mg 2°-FL/L/h
erzielt werden (Drouillarcet al. 2006, Aaset al. 2007). Der analytische Ansatz der Zwei-
Stufen-Synthese von 2°-FL in einem Topf wirde untBeriicksichtigung einer
Mal3stabsvergroRerung mit 99,6 mg/L/h ein Ergebeis gleichen GréRRenordnung liefern.
Damit liefert diese Synthesestrategie des anahgisdAnsatzes eine vielversprechende Basis

fur zukinftige Synthesen im praparativen Maf3stab.
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Abbildung 134: Synthese von 2°-FL (Modul E + Modul F/Sequentieller Modus in einem Topf) im
analytischen MafR3stab (700 pL) modifiziert nach Ends et al. (Engels und Elling 2014)

Die Synthese wurde durchgefuhrt in 50 mM Tris-H@H(7,6), 8 mM MgC] 5 mM GTP, 5 mM ATP,

5 mM L-Fuc, 10 U Pyrophosphatase und 1 UgRispFKP flr 4 h bei 37°C. Nach vollstandigem Umsaia
ATP wurde die Reaktionslésung | mit 10 U alkalischePhosphatase fur 3 h bei 30°C inkubiert. Im
2 Syntheseschritt wurde die Reaktionslésung | @t mM GDP-Fuc) mit 8 mM Laktose, 1 mM DTT, 5 U
alkalischer Phosphatase und 2 U {Ri®opWbgL versetzt und fir 22 h bei 27°C inkubiet@0% 2'-FL
entsprechen einer Konzentration von 4,3 mM Produkt.
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Abbildung 135: HPAEC-PAD Analyse der Synthese von 2L (Modul E + Modul F/Sequentieller Modus

in einem Topf) nach Engelst al. (Engels und Elling 2014)
Das HPAEC-PAD Chromatogramm zeigt die SyntheseiefL. mit HisPropWhbgL nach 5 h Synthesezeit. Die
Retentionszeit von 2°-FL (13,6 min) und von Lakt¢s@,4 min) wurde mit den entsprechenden kommeeziel
Produkten zugeordnet.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war dia vitro Synthese des nicht-sulfatierten HNK-1 Epitops
(GIcA(B1-3)GalB1-4)GIcNAc@B1-R) und des  Glykanepitops  2'-Fukosyllaktose
(2°-FL, Fuc@l-2)Gal31-4)GIc) sowie die Bereitstellung von UDP-Glukuranse
(UDP-GIcA) als Donorsubstrat fur das nicht-sulfaBe HNK-1 Epitop mithilfe von
modularen Enzym-Kaskaden.

Fur die Synthese von UDP-GIcA erwiesen sich zweiPJBlukose-Dehydrogenasen, die
humane HigJGDH und die bakterielle Hi&fiD aus E. coli K5, als geeignete Enzyme.
Aufgrund der hoheren katalytischen Effizienz wuidle rekombinante Hi&GDH jedoch
favorisiert. Fur die Synthese von UDP-GIcA wurdereidverschiedene Ldsungsansatze
Uberprift. Dem direkten einstufigen Weg mit dem W&GBodul wurden zwei
kombinatorische Synthesestrategien gegentuberdestadinem Ein-Topf System erfolgte die
Kopplung des SuSy-Moduls mit dem UGDH-Modul und depplung des SuSy- und
UGDH-Moduls mit dem UMPK-Modul. Fur das UMPK-Moduurde die humane UMP-
Kinase erfolgreich kloniert und charakterisiert. #llen Synthesestrategien konnte die
Funktionalitat der ausgewéhlten Enzym-Modul-SystgBBIS) durch die Bestatigung der
molekularen Masse von UDP-GIcA mittels ESI-MS Amsglynachgewiesen werden. Der
direkte Syntheseweg fiur UDP-GICA wird wegen seikérzeren Synthesezeit und der
chemischen Instabilitat des Nukleotidzuckers bewgtizMit der Regeneration des Kofaktors
NAD" stellt dieser Weg ausgehend von UDP-Glukose (UD&-Ghd den rekombinanten
Enzymen HisUGDH und HigNOX eine kosten- und zeiteffiziente Methode dart der
92% Ausbeute erreicht werden.

Fur die Synthese des nicht-sulfatierten HNK-1 HFpstanit dem GICAT-Modul musste
zunachst eine Glukuronyltransferase, die GIcA voDPLGICA regiospezifisch auf die
Akzeptorstruktur LacNAc-Linket-Boc ubertragt, inE. coli produziert und biochemisch
charakterisiert werden. Die murine ktiatGICAT-P erwies sich dabei fir das geplante EMS
zur Synthese von Glukuroniden als sehr gut geeid@atder stufenweisen Optimierung der
Enzym-Kaskaden gelang erstmals die Kopplung desy-8Md#luls mit dem UGDH- und
GIcAT-Modul in einem Ein-Topf System. Dabei wurda préaparativen Mal3stab fur das
nicht-sulfatierte HNK-1 Epitop eine Ausbeute vor?a @rzielt. Mithilfe der integriertein
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situ Regeneration von UDP-GIcA wurde der teure Nuktetcker in ca. 18 Umlaufen
rezykliert. Somit fuhrt der Einsatz von katalytisoh Mengen UDP zu reduzierten
Synthesekosten. Das entwickelte EMS stellt ein@ovativen Ansatz zuin vitro Synthese
des nicht-sulfatierten HNK-1 Eptitops dar und hietat seiner hohen Flexibilitat dartiber
hinaus die Moglichkeit, weitere Glukuronyltransfega zu testen und neue Glukuronide zu
synthetisieren.

Zur Produktion des Glykanepitops 2°-FL konnte Whbagls E. coli 0126 als neuartige
al,2-Fukosyltransferase identifiziert werden. Dieségyizém Vergleich zu FutC trotz der
niedrigen Sequenzhomologie eine dreifach hohereiviéddt fir das nicht-natirliche
Akzeptorsubstrat Laktose. Damit ist WbgL fur diezymatische Produktion von 2°-FL und
weiteren natdrlichen sowie modifiziertel,2-fukosylierten Galakto-Oligosacchariden
geeignet.

Darlber hinaus ermdglichte die Produktion der bifiomalen L-Fukokinase/-Fuc-1-P
Guanylyltransferase (FKP) auBacterioides fragilis9343 die praparative Synthese des
Donorsubstrates GDP-Fukose (GDP-Fuc) mit einer Autb von 100% im FKP-Modul.
Durch Kopplung des FKP-Moduls mit dem FucT-Modulnkte die abschlielRende
praparative Synthese von 2°-FL im klassischen sdlien Modus etabliert werden. Die
neuartigeal,2-Fukosyltransferase WbgL wurde unter dem AktermncPCT. Int. Appl.
(2012), WO 2012097950 Al 20120726, zum internatem®atent angemeldet. Zurzeit wird
sie von der Fa. Jennewein Biotechnologie GmbH (B&@ermany) im industriellen Mal3stab

genutzt.
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6 Summary

The aim of this work was tha vitro synthesis of the non-sulfated HNK-1 epitope
(GIcA(B1-3)Gal1-4)GIcNAc@B1-R) and the glycan epitope 2'-fucosyllactose
(2°-FL, Fuc@l-2)Gal31-4)GIc) and furthermore the provision of UDP-glumic acid
(UDP-GIcA) as donor substrate for the non-sulfatdK-1 epitope with modular enzyme-
cascades.

For the synthesis of UDP-GICA two UDP-glucose-debgenases, the human KKSDH
and HigKfiD of E. coli K5 revealed as suitable enzymatic tools. Howebecause of its
higher catalytic efficiency recombinant RHGDH was preferred. Three different synthesis
strategies were tested. The one-step process hathlGDH-module was compared with two
combinatorial strategies. In a one-pot system tirakination of the SuSy-module with the
UGDH-module and furthermore the combination of $1Sy- and UGDH-module with the
UMPK-module were carried out. For the UMPK-module haman UMP-kinase was
successfully produced and characterized. The fomality of all selected enzyme-module
systems was proven by ESI-MS analysis of the tangetuct UDP-GICA.

However, due to the shorter synthesis period ardcttemical instability of the nucleotide
sugar the one-step process was favoured. With #generation of the cofactor
NAD", -realized by applying HislOX-, this strategy reveals as a cost- and timieiefit
method with a yield of 92% for UDP-GICcA.

Establishing the GICAT-module required the produttof a glucuronyltransferase, which
catalyses the regio-specific transfer of GIcA frasdP-GIcA onto the acceptor substrate
LacNAc-linkert-Boc. The biochemical characterization confirmed omebinant
HisscatGICAT-P fromMus musculusas a potential enzymatic tool for the synthesighef
non-sulfated HNK-1 epitope in combinatorial biodgdes.

For the first time step by step optimization of #reyme cascades led to the combination of
the SuSy-module with the UGDH- and GIcAT-moduleairone-pot system with a yield of
79% on preparative scale. Based on this resultinibegratedin situ regeneration of
UDP-GIcA was accomplished with cycle numbers of T8us, this strategy rationalizes
synthesis cost for the expensive nucleotide sud@s#P4GIcA. The demonstrated EMS has the
potential to be used for the synthesis of the ndfated HNK-1 epitope modified by various
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linkers as well as glucuronides by exchange of theceptor substrates or
glucuronyltransferases, respectively

For the production of the glycan-epitope 2"-FL WhgfLE. coli 0126 could be identified as
novel al,2-fucosyltransferase with low sequence homologutC. In comparison to FutC
WhbgL shows a three-fold higher activity for the nmettural acceptor substrate lactose. In line
with these results WbgL is a favourable enzymetli@ enzymatic synthesis of 2°-FL and
other natural as well as modified.,2-fucosylated galakto-oligosaccharides.

Furthermore the production of bifunctionafucokinase/-Fuc-1-P guanylyltransferase (FKP)
of Bacterioides fragilis9343 allowed the preparative synthesis of the dosubstrate
GDP-Fucose (GDP-Fuc) with a yield of 100% in thePFiKodule. The combination of the
FKP-module with the FucT-module offered the poditybior preparative synthesis of 2°-FL
in classical sequential mode. An international pateas granted for the identification of a
novel bacteriab 1,2"-fucosyltransferase in the synthesis of 2" (Fdference number: PCT.
Int. Appl. (2012), WO 2012097950 Al 20120726). Tatedthe identified novel enzyme is
introduced into industrial production of 2°-FL blyet company “Jennewein Biotechnologie

GmbH” (Bonn, Germany).
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8 Anhang

8.1 Proteinsequenzen

8.1.1 HisgcatGICAT-P

MAHHHHHHVDDDDKMLAPLLAVHKDEGSDPRHEAPPGADPREYCMSDRDINEVVR
TEYVYTRPPPWSDTLPTIHVVTPTYSRPVQKAELTRMANTLLHVPNLHWLWEDAPR
RTPLTARLLRDTGLNYTHLHVETPRNYKLRGDARDPRIPRGTMQRNLALRW.RETFP
RNSTQPGVVYFADDDNTYSLELFEEMRSTRRVSVWPVAFVGGLRYEAPRVBAGKYV
VGWKTVFDPHRPFAIDMAGFAVNLRLILQRSQAYFKLRGVKGGYQESSLLRELVTLN
DLEPKAANCTKILVWHTRTEKPVLVNEGKKGFTDPSVEI

8.1.2  HisgKFID

MGSSHHHHHHSQDPNSSSARLQNQCIGMFGTLKITVSGAGYVGLSNGILMANHEV
VAFDTHQKKVDLLNDKLSPIEDKEIENYLSTKILNFRATTNKYEAYKNANY VIIATPT
NYDPGSNYFDTSSVEAVIRDVTEINPNAIMVVKSTVPVGFTKTIKEHLGINNIIFSPEFL
REGRALYDNLHPSRIIGECSERAERLAVLFQEGAIKQNIPVLFTDSTEARBIKLFSNTY
LAMRVAFFNELDSYAESFGLNTRQIIDGVCLDPRIGNYYNNPSFGYGGYCPKDTKQ
LLANYQSVPNKLISAIVDANRTRKDFITNVILKHRPQVVGVYRLIMKSGSD NFRDSSIL
GIIKRIKKKGVKVIIYEPLISGDTFFNSPLERELAIFKGKADIITNRMSE ELNDVVDKVY
SRDLFKCD

8.1.3 HisgUGD

MGHHHHHHHHHHSSGHIEGRHMEFRMKITISGTGYVGLSNGLLIAQNHEV\ALDILP
SRVAMLNDRISPIVDKEIQQFLQSDKIHFNATLDKNEAYRDADYVIIATPT DYDPKTN
YENTSSVESVIKDVVEINPYAVMVIKSTVPVGFTAAMHKKYRTENIIFSPEFLREGKAL
YDNLHPSRIVIGERSERAERFAALLQEGAIKQNIPMLFTDSTEAEAIKLFANTYLAMRV
AYFNELDSYAESLGLNSRQIIEEGVCLDPRIGNHYNNPSFGYGGYCLPKDTRLLANYQ
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SVPNNLISAIVDANRTRKDFIADAILSRKPQVVGIYRLIMKSGSDNFRASSQGIMKRIK
AKGVEVIIYEPVMKEDSFFNSRLERDLATFKQQADVIISNRMAEELKDVADKVYTRD
LFGSD

8.1.4 UGDHis¢

MAWMKITISGTGYVGLSNGLLIAQNHEVVALDILPSRVAMLNDRISPIVDK EIQQFLQ
SDKIHFNATLDKNEAYRDADYVIIATPTDYDPKTNYFNTSSVESVIKDVVE INPYAVM
VIKSTVPVGFTAAMHKKYRTENIIFSPEFLREGKALYDNLHPSRIVIGERERAERFAA
LLQEGAIKQNIPMLFTDSTEAEAIKLFANTYLAMRVAYFNELDSYAESLGL NSRQIIEG
VCLDPRIGNHYNNPSFGYGGYCLPKDTKQLLANYQSVPNNLISAIVDANRTRKDFIAD
AILSRKPQVVGIYRLIMKSGSDNFRASSIQGIMKRIKAKGVEVIIYEPVMKEDSFFNSRL
ERDLATFKQQADVIISNRMAEELKDVADKVYTRDLFGSDPLEHHHHHH

8.1.5 HisgUGDH1

MGHHHHHHSSGHIEGRHMEFRMVKICCIGAGYVGGPTMAVIALKCPDVEVAVVDIS
VPRINAWNSDTLPIYEPGLDDVVKQCRGKNLFFSTDVEKHVREADIVFVSWTPTKTR
GLGAGKAADLTYWESAARMIADVSVSDKIVVEKSTVPVKTAEAIEKILTHN SKGIKF
QILSNPEFLAEGTAIKDLFNPDRVLIGGRETPEGFKAVQTLKNVYAHWVPESQIITTNL
WSAELSKLAANAFLAQRISSVNAMSALCEATGADVTQVSYAVGTDSRIGPKFLNSSV
GFGGSCFQKDILNLVYICECNGLPEVAEYWKQVIKINDYQKSRFVNRVVS3/FNSVS
NKKIAVLGFAFKKDTGDTRETPAIDVCKGLLEDKARLSIYDPQVTEDQIQRDLSMNKF
DWDHPLHLQPMSPTTVKQVTVTWDAYEATKDAHGICIMTEWDEFKNLDFQKIFDN
MQKPAFVFDGRNIMNLQKLREIGFIVYSIGKPLDDWLKDMPAVA

8.1.6  HisgUGDH

MGSSHHHHHHSQDPNSSSARLQPMHWKMFEIKKICCIGAGYVGGPTCSVIAMCPEI
RVTVVDVNESRINAWNSPTLPIYEPGLKEVVESCRGKNLFFSTNIDDAIKADLVFISV
NTPTKTYGMGKGRAADLKYIEACARRIVQNSNGYKIVTEKSTVPVRAAESIRRIFDAN
TKPNLNLQVLSNPEFLAEGTAIKDLKNPDRVLIGGDETPEGQRAVQALCAWEHWVP
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REKILTTNTWSSELSKLAANAFLAQRISSINSISALCEATGADVEEVATAIGMDQRIGN
KFLKASVGFGGSCFQKDVLNLVYLCEALNLPEVARYWQQVIDMNDYQRRRFASRIID
SLFENTVTDKKIAILGFAFKKDTGDTRESSSIYISKYLMDEGAHLHIYDPKV PREQIVVD
LSHPGVSEDDQVSRLVTISKDPYEACDGAHAVVICTEWDMFKELDYERIHKKMLKPA
FIFDGRRVLDGLHNELQTIGFQIETIGKKVSSKRIPYAPSGEIPKFSLQDPNKKPKV

8.1.7 HisgUMP

MGHHHHHHHHHHSSGHIEGRHMEFRMKPLVVFVLGGPGAGKGTQCARIVEKGYT
HLSAGELLRDERKNPDSQYGELIEKYIKEGKIVPVEITISLLKREMDQTMAANAQKNK
FLIDGFPRNQDNLQGWNKTMDGKADVSFVLFFDCNNEICIERCLERGKSSBSDDNR
ESLEKRIQTYLQSTKPIIDLYEEMGKVKKIDASKSVDEVFDEVVQIFDKEG

8.1.8 HisgcatGICAT-S

MAHHHHHHVDDDDKMDVDPRRPAPQLTSRPYFSPHAVGCGGSRVPLRRSSRDA
AEKRNESRPQLQPEPRLPTIYAITPTYSRPVQKAELTRLANTFRQVAQLHWYVEDRA
TRSELVSSFLARAGLPNTHLHVPTPRRYKRPWLPRATEQRNAGLAWLRQRBHQSA
QPGVLFFADDDNTYSLELFQEMRTTRKVSVWPVGLVGGRRYERPLVKNGKYGWY
TGWREDRPFAIDMAGFAVSLQVILSNPKAVFKRRGSQPGMQESDFLKQITVEELEPK
ASNCTKVLVWHTRTEKVNLANEPKYHLDTVNIEV

8.1.9  HisgPropWbgL

MHHHHHHNDSTTQTTTPLEVAQTSQQETHTHQTPVTSLHTATPEHVDDSKETPLPE
KAESPKTEVTVQPSSHTQEVPALHKKTQQQPAYKDKTVPESTIASKSVESKATENE
MSPVEHHASNVEKREDRLETNETTPPSVDREFSHKIINNAHVNPKTDGQMTNVDTK
TIDTVSPKDDRIDTAQPKQVDAPKENTTAQNKFTSQASDKKPYGSMSIIRQGGLGNQ
LFQFSFGYALSKINGTPLYFDISHYAENDDHGGYRLNNLQIPEEYLQYYTKINNIYKL
LVRGSRLYPDIFLFLGFCNEFHAYGYDFEYIAQKWKSKKYIGYWQSEHFFHKHILDLK
EFFIPKNVSEQANLLAAKILESQSSLSIHIRRGDYIKNKTATLTHGVCSLEYYKKALNKI
RDLAMIRDVFIFSDDIFWCKENIETLLSKKYNIYYSEDLSQEEDLWLMSLANHHIIANS
SFSWWGAYLGSSASQIVIYPTPWYDITPKNTYIPIVNHWINVDKHSSC
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8.1.10 HisgPropFKP

MHHHHHHNDSTTQTTTPLEVAQTSQQETHTHQTPVTSLHTATPEHVDDSKETPLPE
KAESPKTEVTVQPSSHTQEVPALHKKTQQQPAYKDKTVPESTIASKSVESKATENE
MSPVEHHASNVEKREDRLETNETTPPSVDREFSHKIINNAHVNPKTDGQTYNVDTK
TIDTVSPKDDRIDTAQPKQVDAPKENTTAQNKFTSQASDKKPYGSAMQKLISLPSNL
VQSFHELERVNRTDWFCTSDPVGKKLGSGGGTSWLLEECYNEYSDGATFG®H EKE
KRILLHAGGQSRRLPGYAPSGKILTPVPVFRWERGQHLGQNLLSLQLPLYEKIMSLAP
DKLHTLIASGDVYIRSEKPLQSIPEADVVCYGLWVDPSLATHHGVFASDRKHPEQLDF
MLQKPSLAELESLSKTHLFLMDIGIWLLSDRAVEILMKRSHKESSEELKYYDLYSDFG
LALGTHPRIEDEEVNTLSVAILPLPGGEFYHYGTSKELISSTLSVQNKVYRRIMHRK
VKPNPAMFVQNAVVRIPLCAENADLWIENSHIGPKWKIASRHIITGVPENDWSLAVPA
GVCVDVVPMGDKGFVARPYGLDDVFKGDLRDSKTTLTGIPFGEWMSKRGLSTDLK
GRTDDLQAVSVFPMVNSVEELGLVLRWMLSEPELEEGKNIWLRSEHFSADESAGAN
LKRLYAQREEFRKGNWKALAVNHEKSVFYQLDLADAAEDFVRLGLDMPELL PEDA
LOMSRIHNRMLRARILKLDGKDYRPEEQAAFDLLRDGLLDGISNRKSTPKLDVYSDQI
VWGRSPVRIDMAGGWTDTPPYSLYSGGNVVNLAIELNGQPPLQVYVKPCKBHIVL
RSIDMGAMEIVSTFDELQDYKKIGSPFSIPKAALSLAGFAPAFSAVSYASEEQLKDFG
AGIEVTLLAAIPAGSGLGTSSILASTVLGAINDFCGLAWDKNEICQRTLVLEQLLTTGG
GWQDQYGGVLQGVKLLQTEAGFAQSPLVRWLPDHLFTHPEYKDCHLLYYTGTRTA
KGILAEIVSSMFLNSSLHLNLLSEMKAHALDMNEAIQRGSFVEFGRLVGKTWEQNKA
LDSGTNPPAVEAIIDLIKDYTLGYKLPGAGGGGYLYMVAKDPQAAVRIRKI LTENAPN
PRARFVEMTLSDKGFQVSRS

8.1.11 SuSyl

MAERVLTRVHSLRERVDATLAAHRNEILLFLSRIESHGKGILKPHELLAEFDAIRQDD
KNKLNEHAFEELLKSTQEAIVLPPWVALAIRLRPGVWEYIRVNVNALVVEE LSVPEY
LQFKEELVDGASNGNFVLELDFEPFTASFPKPTLTKSIGNGVEFLNRHLSAMFHDKE
SMTPLLEFLRAHHYKGKTMMLNDRIQNSNTLONVLRKAEEYLIMLPPETPYFEFEHK
FQEIGLEKGWGDTAERVLEMVCMLLDLLEAPDSCTLEKFLGRIPMVENVVILSPHGY
FAQENVLGYPDTGGQVVYILDQVPALEREMLKRIKEQGLDIIPRILIVTRLLPDAVGTT
CGQRIEKVYGAEHSHILRVPFRTEKGIVRKWISRFEVWPYMETFIEDVAKESAELQA
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KPDLIGNYSEGNLAASLLAHKLGVTQCTIAHALEKTKYPDSDIYWKKFDE KYHFSSQ
FTADLIAMNHTDFITSTFQEIAGSKDTVGQYESHMAFTMPGLYRVVHGINVFDPKFNI
VSPGADINLYFSYSETEKRLTAFHPEIDELLYSDVENDEHLCVLKDRTKPLFTMARLD
RVKNLTGLVEWYAKNPRLRGLVNLVVVGGDRRKESKDLEEQAEMKKMYELI ETHN

LNGQFRWISSQMNRVRNGELYRYIADTKGAFVQPAFYEAFGLTVVEAMTCG.PTFA

TNHGGPAEIIVHGKSGFHIDPYHGEQAADLLADFFEKCKKDPSHWETISMGLKRIEE
KYTWQIYSERLLTLAAVYGFWKHVSKLDRLEIRRYLEMFYALKYRKMAEAV PLAAE

8.2 DNA Sequenzen

8.2.1  hisgcatglcatp

ATGGCACATCACCACCACCATCACGTGGATGACGACGACAAGATGCTCGCECTC
TGCTTGCTGTGCACAAGGATGAGGGAAGTGACCCCCGCCATGAGGCACCATG
GTGCGGACCCTAGGGAGTACTGCATGTCCGACCGTGACATCGTGGAAGTAGCG
CACAGAGTACGTGTACACGAGGCCGCCACCCTGGTCCGACACGCTGCCCRBTC
CATGTGGTGACGCCCACCTACAGTAGACCGGTGCAGAAGGCAGAGCTGAGGGA
ATGGCCAACACACTACTGCATGTGCCCAACCTTCACTGGCTAGTGGTGGAGATG
CTCCACGCAGGACGCCCCTCACCGCGCGCTTGCTGCGCGACACTGGCCTAIATA
CACACACCTGCACGTAGAGACACCACGCAACTATAAGCTGCGAGGTGATGCCG
AGACCCTCGCATCCCACGTGGCACCATGCAGCGCAACCTGGCACTGCGCBETG
CGGGAGACCTTCCCACGGAACTCTACTCAGCCAGGCGTAGTGTACTTCGUEATG
ATGACAACACGTACAGTCTGGAGCTCTTTGAAGAGATGCGCAGCACAAGAASGG
TGTCCGTGTGGCCTGTGGCCTTTGTTGGTGGCCTTCGGTATGAGGCCCOBAGGTG
AATGGGGCAGGGAAAGTGGTTGGCTGGAAGACAGTCTTTGACCCCCACCECC
TTTGCAATAGACATGGCTGGATTTGCTGTCAACCTCCGGCTCATCTTGCAGGAA
GTCAAGCCTACTTTAAGCTACGTGGTGTGAAGGGAGGCTACCAGGAAAGCATCT
CCTTCGAGAACTTGTCACCCTCAATGACCTGGAGCCCAAGGCAGCAAACTEBACC
AAGATCTTGGTCTGGCATACACGAACAGAGAAGCCAGTGCTGGTCAATGAGGG
AAGAAGGGCTTCACCGACCCCTCAGTGGAGATCTGACCGGGCTTCTCCT@ARTC
TCGAGTCTGGTAAAGAAACCGCTGCTGCGAAATTTGAACGCCAGCACATGACTC
GTCTACTAGCGCAGCTTAATTAA
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8.2.2  hisgkfiD

ATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGAATTCGAGDCGG
CGCGCCTGCAGAACCAATGCATTGGCATGTTCGGAACACTAAAAATAACTATTC
AGGCGCTGGTTACGTTGGGCTTTCAAATGGAATTCTAATGGCTCAAAATCAGAA
GTGGTTGCATTTGATACCCATCAAAAAAAAGTTGACTTACTTAATGATAAA CTCT
CTCCTATAGAGGATAAGGAAATTGAAAATTATCTTTCAACTAAAATACTTA ATTT
TCGCGCAACTACTAACAAATATGAAGCCTATAAAAATGCCAATTACGTTAT TATT
GCTACACCAACGAATTATGACCCAGGTTCAAATTACTTTGATACATCAAGCGTTG
AAGCTGTCATTCGTGACGTAACGGAAATCAACCCAAACGCAATTATGGTGATAA
ATCTACGGTCCCAGTAGGTTTCACAAAAACAATTAAAGAACATTTAGGTAT TAAT
AATATTATCTTCTCTCCAGAATTTTTACGAGAAGGAAGAGCCCTATACGATAATC
TCCATCCATCTCGCATTATTATCGGTGAATGTTCTGAACGGGCAGAACGTTGGC
AGTGTTATTTCAGGAAGGAGCGATTAAACAAAATATACCCGTTTTATTTACAGAT
TCTACGGAAGCGGAAGCGATTAAGTTATTTTCAAATACTTATTTGGCTATGCCGAG
TTGCATTTTTTAATGAATTGGATAGTTACGCAGAAAGTTTTGGTCTGAATACGCGT
CAGATTATTGACGGTGTTTGTTTGGATCCGCGCATTGGTAATTACTACAARATCC
TTCTTTTGGTTATGGTGGCTACTGTTTGCCAAAAGATACCAAGCAATTATIAGCCA
ACTATCAGTCTGTTCCGAATAAACTTATATCTGCAATTGTTGATGCTAACGCGTACA
CGTAAGGACTTTATCACTAATGTTATTTTGAAACATAGACCACAAGTTGTGGGGG
TTTATCGTTTGATTATGAAAAGTGGTTCAGATAATTTTAGAGATTCTTCTATTCTT
GGTATTATAAAGCGTATCAAGAAAAAAGGCGTGAAAGTAATTATTTATGAG CCG
CTTATTTCTGGAGATACATTCTTTAACTCACCTTTGGAACGGGAGCTGGCATCTT
TAAAGGGAAAGCTGATATTATTATCACTAACCGAATGTCAGAGGAGTTGAACGAT
GTGGTCGACAAAGTCTATAGTCGCGATTTGTTTAAATGTGACTAAGGATAGITTA
GCGGCCGCATAATGCTTAAGTCGAACAGAAAGTAATCGTAA

8.2.3 hisgugd

ATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGAATTCGAGDCGG
CGCGCCTGCAGCCAATGCATTGGAAAATGGTGAAGATTTGCTGCAGTGGAGTGG
CTATGTTGGTGGCCCAACCATGGCTGTGATTGCCTTGAAGTGTCCTGAGAIGAG

GTGGTCGTGGTGGACATTGCTGCTCCACGAATCAACGCGTGGAACAGTGATACC
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TCCCGATATACGAGCCCGGCCTTGATGATGTGGTGAAGCAGTGTAGGGGGHGA
ATCTCTTCTTCAGCACTGATGTGGAGAAGCATGTTGCTGAGGCTGACATTECTTT
GTCTCGGTGAACACACCGACAAAGACTCAGGGTCTTGGAGCCGGTAAGGCGCT
GATCTCACATATTGGGAGAGTGCTGCCAGGATGATTGCTGATGTATCAAAACGG
ACAAGATCGTGGTTGAGAAATCGACCGTGCCTGTGAAAACAGCTGAGGCAATG
AGAGGATTCTGACTCACAATAGGAAAGGCATCAATTTCACAATTCTGTCAAACCC
TGAGTTTCTTGCTGAGGGTACAGCAATTGCAGACCTGTTTAAGCCGGATCGBGTC
CTCATCGGAGGCAGGGAAACCCCAGAGGGTCAAAAGGCTATTCATTCTCTBAG
AGTGCTTATGCCCATTGGGTTCCTGAGGACAGAATCCTTTGCACCAATTTEGGTC
TGCTGAACTCTCAAAGCTTGCAGCCAATGCTTTCCTGGCCCAGAGGATCTCTCTG
TGAATGCCATGTCGGCGCTTTGCGAGGCAACTGGTGCTGATGTCTCCCAAGTC
ACACTCAATCGGGACAGACTCGAGAATTGGACCAAAGTTCCTGAATGCCAGQGTT
GGTTTTGGTGGATCATGCTTCCAGAAGGACATATTGAACTTGGTCTATATGGTGA
GTGCAATGGCCTACCAGAGGTGGCCAATTACTGGAAACAGGTCATCAAGGGEGAA
TGACTACCAGAAAATGCGGTTCGTAAATCGCGTGGTGTCATCAATGTTCAAACA
GTCTCAGGGAAGAAGATTGCTGTTTTGGGATTTGCTTTCAAGAAGGACACTGGTG
ACACTAGGGAGACCCCAGCCATTGATGTGTGCAAGGGCCTTTTGGGAGACAGG
CCAAGTTGAGCATATATGATCCTCAGGTCACTGAGGATCAAATCATGAGGAATTT
AGCAATGAAGAAGTTTGATTGGGACCACCCTGCTCATCTTCAACCACTGAGCCA
ACTTCCAACAAACAAGTATCTGTGGTTTGGGATGCCTATGAGGCAATCAAGSATG
CACATGGCATCTGCGTCATGACTGAGTGGGATGAGTTCAAGAACCTTGATACCA
GAAGGTTTATGACAGCATGCAGAAGCCTGCATTCATTTTCGATGGCCGCARGTC
GTGGATGTTAACAAGCTGAGGGAAATTGGTTTCATTGTTTACTCCATTGG@AAC
CTCTAGATTCATGGCTCAAGGACATGCCTGCTGTGGCATAAGGATAGTTTACGG
CCGCATAATGCTTAAGTCGAACAGAAAGTAATCGTA

8.2.4 ugdhisg

ATGGCATGGATGAAAATCACCATTTCCGGTACTGGCTATGTAGGCTTGTCAACG
GGCTTCTAATCGCACAAAATCATGAGGTTGTGGCATTAGATATTTTACCGTCACG
CGTTGCTATGCTGAATGATCGGATATCTCCTATTGTTGATAAGGAAATTCAGCAG
TTTTTGCAATCAGATAAAATACACTTTAATGCCACATTAGATAAAAATGAA GCCT
ACCGGGATGCTGATTATGTCATCATCGCCACTCCAACCGACTATGATCCTAAAC
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TAATTATTTCAATACATCCAGTGTAGAATCAGTAATTAAAGACGTAGTTGA GATA

AATCCTTATGCGGTTATGGTCATCAAATCAACGGTTCCCGTTGGTTTTACGCAGC
GATGCATAAGAAATATCGCACTGAAAATATTATATTCTCCCCGGAATTTCTCCGT

GAGGGTAAAGCCCTTTACGATAATCTCCATCCTTCACGTATTGTCATCGGGBAGC

GTTCAGAACGCGCAGAACGTTTCGCTGCTCTGTTACAGGAAGGCGCGATTAGCA
AAATATCCCGATGCTGTTTACCGACTCCACTGAAGCAGAAGCGATTAAACTITTT

GCAAACACCTACCTGGCGATGCGCGTGGCGTACTTTAACGAACTGGATAGTATG
CAGAAAGTTTAGGTCTGAATTCCCGTCAAATAATCGAAGGCGTTTGTCTC@ACCC

ACGTATTGGCAACCATTACAACAATCCGTCGTTTGGTTATGGTGGTTATTGCTGC
CGAAAGATACCAAGCAGTTACTGGCGAACTACCAGTCTGTGCCGAATAACAGAT
CTCGGCAATTGTCGATGCTAACCGCACGCGTAAAGATTTTATTGCCGATGCATTT
TGTCACGCAAGCCGCAAGTGGTGGGTATTTATCGTCTGATTATGAAGAGCGTTC
AGATAACTTCCGTGCGTCTTCTATTCAGGGGATTATGAAACGTATCAAGGGAAA

GGTGTTGAAGTGATCATCTACGAGCCAGTGATGAAAGAAGACTCATTCTTAACT
CTCGCCTGGAACGTGATCTCGCCACCTTCAAACAACAAGCCGACGTCATTRCTC

TAACCGAATGGCAGAAGAGCTTAAGGATGTGGCAGATAAGGTATACACCCGEGA
TCTCTTTGGCAGCGACCCGCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGAT@ILSCT
GCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCAC

8.2.5 hisgugdhl

ATGGGCCATCATCATCATCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCATATGAAG
GTCGTCATATGGAATTCCGGATGGTGAAGATATGTTGTATTGGAGCTGGGATGT
TGGTGGACCAACAATGGCAGTGATTGCATTGAAATGTCCAGACGTTGAAGRAGCG
GTTGTTGATATCTCTGTACCACGTATCAACGCTTGGAACAGTGACACGCTTCGAT
TTACGAGCCTGGTCTTGATGATGTTGTGAAGCAATGCCGTGGCAAGAACCTTTC
TTTAGTACTGATGTTGAGAAACATGTTAGGGAAGCTGATATTGTGTTTGTITCTGT
CAACACACCGACTAAGACTAGAGGTCTTGGTGCTGGTAAAGCTGCGGATCTACG
TACTGGGAGAGCGCTGCGCGTATGATCGCTGATGTTTCGGTATCGGATAASITG
TCGTTGAGAAATCGACTGTTCCGGTTAAAACAGCTGAAGCTATTGAGAAGATTTT
GACACATAACAGTAAAGGGATTAAGTTTCAGATTCTTTCGAATCCCGAGTTITTG
GCGGAAGGAACCGCGATTAAGGACCTATTTAATCCGGACCGTGTTCTTATGGAG
GGCGGGAAACCCCAGAAGGGTTTAAAGCGGTGCAGACTCTCAAGAATGTGATG
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CACACTGGGTTCCTGAAGGCCAAATCATAACAACCAATCTCTGGTCTGCTAGCT
GTCCAAGCTTGCGGCAAACGCTTTCTTGGCTCAAAGGATTTCATCAGTGAAGCT
ATGTCGGCTCTGTGTGAAGCCACAGGCGCAGATGTCACGCAAGTGTCTTABCGG
TTGGTACAGACTCAAGGATTGGTCCCAAGTTCTTGAACTCGAGTGTTGGATCGG
TGGTTCGTGTTTCCAGAAGGACATTCTGAATCTTGTCTACATCTGTGAGTGAACG
GACTCCCGGAAGTGGCAGAGTACTGGAAGCAAGTCATCAAGATCAATGACRACC
AGAAGAGCCGGTTCGTGAACCGTGTTGTTTCCTCCATGTTCAACTCTGTATAAAC
AAGAAGATTGCGGTTCTCGGTTTCGCATTCAAGAAAGACACCGGTGACACAGG
GAGACTCCAGCCATCGATGTGTGCAAGGGTCTTTTAGAAGACAAAGCAAGETA
AGCATTTACGACCCACAAGTGACTGAGGATCAGATCCAGAGGGATTTATCATGA
ACAAGTTCGACTGGGACCATCCTCTACATTTGCAGCCAATGAGCCCAACARAGT
GAAACAAGTGACCGTTACTTGGGACGCATACGAAGCAACTAAGGACGCTCAGG
TATCTGCATCATGACCGAGTGGGATGAGTTCAAGAACCTTGATTTCCAGAAATC
TTTGACAACATGCAGAAACCAGCTTTCGTGTTCGATGGAAGAAACATTATGAATC
TGCAAAAGCTAAGGGAGATTGGTTTCATTGTTTACTCCATTGGTAAGCCTOCGA
CGACTGGCTCAAGGACATGCCTGCCGTTGCCTAATCGGGATCCGGCTGCARAA
AGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCAC

8.2.6  hisgugdh

ATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGAATTCGAGDCGG
CGCGCCTGCAGCCAATGCATTGGAAAATGGTGAAGATTTGCTGCAGTGGAGTGG
CTATGTTGGTGGCCCAACCATGGCTGTGATTGCCTTGAAGTGTCCTGAGAIGAG
GTGGTCGTGGTGGACATTGCTGCTCCACGAATCAACGCGTGGAACAGTGATACC
TCCCGATATACGAGCCCGGCCTTGATGATGTGGTGAAGCAGTGTAGGGGGHGA
ATCTCTTCTTCAGCACTGATGTGGAGAAGCATGTTGCTGAGGCTGACATTGECTTT
GTCTCGGTGAACACACCGACAAAGACTCAGGGTCTTGGAGCCGGTAAGGOGCT
GATCTCACATATTGGGAGAGTGCTGCCAGGATGATTGCTGATGTATCAAAACGG
ACAAGATCGTGGTTGAGAAATCGACCGTGCCTGTGAAAACAGCTGAGGCAATG
AGAGGATTCTGACTCACAATAGGAAAGGCATCAATTTCACAATTCTGTCAAACCC
TGAGTTTCTTGCTGAGGGTACAGCAATTGCAGACCTGTTTAAGCCGGATCBGTC
CTCATCGGAGGCAGGGAAACCCCAGAGGGTCAAAAGGCTATTCATTCTCTBAG
AGTGCTTATGCCCATTGGGTTCCTGAGGACAGAATCCTTTGCACCAATTTEGGTC
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TGCTGAACTCTCAAAGCTTGCAGCCAATGCTTTCCTGGCCCAGAGGATCTCTCTG
TGAATGCCATGTCGGCGCTTTGCGAGGCAACTGGTGCTGATGTCTCCCAAGTC
ACACTCAATCGGGACAGACTCGAGAATTGGACCAAAGTTCCTGAATGCCAGQGTT
GGTTTTGGTGGATCATGCTTCCAGAAGGACATATTGAACTTGGTCTATATACGTGA
GTGCAATGGCCTACCAGAGGTGGCCAATTACTGGAAACAGGTCATCAAGGGAA
TGACTACCAGAAAATGCGGTTCGTAAATCGCGTGGTGTCATCAATGTTCAAACA
GTCTCAGGGAAGAAGATTGCTGTTTTGGGATTTGCTTTCAAGAAGGACACTGGTG
ACACTAGGGAGACCCCAGCCATTGATGTGTGCAAGGGCCTTTTGGGAGACAGG
CCAAGTTGAGCATATATGATCCTCAGGTCACTGAGGATCAAATCATGAGGAATTT
AGCAATGAAGAAGTTTGATTGGGACCACCCTGCTCATCTTCAACCACTGAGCCA
ACTTCCAACAAACAAGTATCTGTGGTTTGGGATGCCTATGAGGCAATCAAGSATG
CACATGGCATCTGCGTCATGACTGAGTGGGATGAGTTCAAGAACCTTGATACCA
GAAGGTTTATGACAGCATGCAGAAGCCTGCATTCATTTTCGATGGCCGCARGTC
GTGGATGTTAACAAGCTGAGGGAAATTGGTTTCATTGTTTACTCCATTGG@AAAC
CTCTAGATTCATGGCTCAAGGACATGCCTGCTGTGGCATAAGGATAGTTTACGG
CCGCATAATGCTTAAGTCGAACAGAAAGTAATCGTA

8.2.7  hiseump

ATGGGCCATCATCATCATCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCATATGAAG
GTCGTCATATGGAATTCCGCATGAAGCCGCTGGTCGTGTTCGTCCTCGG@ECC
CGGCGCCGGCAAGGGGACCCAGTGCGCCCGCATCGTCGAGAAATATGGCTAC
ACACCTTTCTGCAGGAGAGCTGCTTCGTGATGAAAGGAAGAACCCAGATTABCAG
TATGGTGAACTTATTGAAAAGTACATTAAAGAAGGAAAGATTGTACCAGTT GAG
ATAACCATCAGTTTATTAAAGAGGGAAATGGATCAGACAATGGCTGCCAATGCTC
AGAAGAATAAATTCTTGATTGATGGGTTTCCAAGAAATCAAGACAACCTTCAAGG
ATGGAACAAGACCATGGATGGGAAGGCAGATGTATCTTTCGTTCTCTTTTTGAC
TGTAATAATGAGATTTGTATTGAACGATGTCTTGAGAGGGGAAAGAGTAGTGGTA
GGAGTGATGACAACAGAGAGAGCTTGGAAAAGAGAATTCAGACCTACCTTQAAGT
CAACAAAGCCAATTATTGACTTATATGAAGAAATGGGGAAAGTCAAGAAAA TAG
ATGCTTCTAAATCTGTTGATGAAGTTTTTGATGAAGTTGTGCAGATTTTTGACAAG
GAAGGCTAACGGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGCT
GCTGCCAC
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8.2.8 hisgcatglcats

ATGGCACATCACCACCACCATCACGTGGATGACGACGACAAGATGGACGTGAC
CCCCGCAGGCCCGCGCCCCAACTCACTTCCCGTCCCTACTTCTCTCCCGRTAGT
GGGCTGCGGGGGCTCCCGAGTCCCGCTCCGACGGAGTAGCCCCGGGCGTEY
TGCCGAGAAGCGGAACGAGTCTCGGCCTCAGCTGCAGCCGGAGCCGLCGAITC
CACCATCTATGCCATCACACCCACCTACAGTCGCCCGGTGCAGAAAGCCGACTC
ACTCGCCTGGCCAACACCTTCCGCCAGGTGGCGCAGTTGCACTGGATCCBEGG
AGGACCGGGCGACGCGCAGCGAGCTGGTGAGCAGCTTCCTAGCTCGGGCGGC
TGCCCAACACGCACCTGCATGTGCCCACGCCGCGGCGCTACAAGCGACCGEBCT
GCCGCGCGCCACCGAACAGCGCAACGCGGGLCLCTCGLCCTGGCTGCGCCAGEATA
TCAGCATCAGAGCGCGCAACCCGGCGTGCTCTTCTTCGCCGACGATGACAMCG
TACAGTCTGGAGCTCTTCCAGGAGATGAGGACCACTCGCAAGGTTTCTGTIGGC
CTGTGGGACTAGTTGGTGGGCGACGCTATGAACGTCCGTTGGCAAAAAATGCA
AAGTTGTTGGCTGGTACACCGGATGGAGAGAAGACAGGCCTTTTGCCATTACAT
GGCTGGGTTTGCTGTGAGTCTGCAAGTCATCTTGTCCAATCCGAAAGCTGNTTTA
AGCGCCGTGGATCCCAGCCAGGGATGCAAGAATCTGACTTTCTAAAGCAGAAA
CAACAGTTGAAGAACTGGAACCAAAAGCTAGTAACTGCACCAAGGTTCTCGIGT
GGCACACTCGGACAGAGAAGGTCAATCTAGCCAATGAGCCAAAGTATCACAGG
ACACAGTGAACATTGAGGTGTAACCGGGCTTCTCCTCAAATCTCGAGTCTGTAA
AGAAACCGCTGCTGCGAAATTTGAACGCCAGCACATGGACTCGTCTACTAGGCA
GCTTAATTAACCTAGGCTGCTGCCA

8.2.9  hisgpropwbgL

ATGCACCACCACCACCACCACAATGATTCGACAACACAAACAACGACACCACTG
GAAGTCGCTCAAACGTCGCAGCAAGAAACACATACACATCAAACACCTGTTACA

TCATTACATACTGCAACACCTGAACATGTTGATGACTCTAAAGAAGCAACACCTT
TACCTGAAAAAGCAGAGTCACCAAAAACCGAAGTGACAGTTCAACCTTCATCGC
ATACACAGGAAGTACCTGCGTTACATAAAAAAACACAGCAACAACCGGCGTATA
AGGATAAAACGGTACCAGAGTCAACGATAGCATCAAAGTCGGTTGAATCAAATA
AAGCAACAGAAAATGAGATGTCACCTGTTGAACATCATGCTTCAAATGTGGAAA

AACGTGAAGATAGATTGGAGACTAATGAGACAACACCGCCATCAGTGGACGSTG
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AATTTAGCCATAAAATCATCAATAATGCGCACGTAAATCCAAAAACGGATG GAC
AAACAAACGTTAATGTTGATACGAAAACGATAGACACCGTTTCACCGAAAGATG
ACAGAATAGATACGGCGCAACCGAAACAAGTCGACGCTCCTAAAGAAAATACAA
CGGCACAAAATAAATTTACATCACAAGCGAGCGACAAAAAACCATACGGAT CCA
TGAGCATTATTCGTCTGCAGGGTGGTCTGGGTAATCAGCTGTTTCAGTTTACTTT
GGTTATGCCCTGAGCAAAATTAATGGTACACCGCTGTATTTCGACATTAGCATT
ATGCCGAAAACGATGATCATGGTGGTTATCGTCTGAATAATCTGCAGATTCGGA
AGAATATCTGCAGTATTATACCCCGAAAATTAATAATATTTATAAACTGCT GGTG
CGTGGCAGCCGTCTGTATCCGGATATTTTTCTGTTTCTGGGCTTTTGCAAGAATT
TCATGCCTATGGCTACGATTTTGAATATATTGCCCAGAAATGGAAAAGCAAAAAA
TACATTGGCTACTGGCAGAGCGAACACTTTTTTCATAAACATATTCTGGACCTGA
AAGAATTTTTTATTCCGAAAAATGTGAGCGAACAGGCAAATCTGCTGGCAGCAAA
AATTCTGGAAAGCCAGAGCAGCCTGAGCATTCATATTCGTCGTGGCGATTAATT
AAAAACAAAACCGCAACCCTGACACATGGTGTTTGTAGCCTGGAATATTATAAAA
AAGCCCTGAACAAAATCCGCGATCTGGCAATGATTCGTGATGTGTTTATCTTAG
CGACGATATCTTCTGGTGCAAAGAAAATATTGAAACCCTGCTGAGCAAAAAATAT
AATATTTATTATAGCGAAGATCTGAGCCAAGAAGAGGATCTGTGGCTGATGAGCC
TGGCAAATCATCATATTATTGCCAATAGCAGCTTTAGTTGGTGGGGTGCARTCT
GGGTAGCAGCGCAAGCCAGATTGTTATTTATCCGACCCCGTGGTATGATATACC
CCGAAAAACACCTATATCCCGATTGTGAACCATTGGATCAACGTTGATAAACATA
GCAGCTGCTAA

8.2.10 hisgpropfkp

ATGCACCACCACCACCACCACAATGATTCGACAACACAAACAACGACACCACTG
GAAGTCGCTCAAACGTCGCAGCAAGAAACACATACACATCAAACACCTGTTACA
TCATTACATACTGCAACACCTGAACATGTTGATGACTCTAAAGAAGCAACACCTT
TACCTGAAAAAGCAGAGTCACCAAAAACCGAAGTGACAGTTCAACCTTCATCGC
ATACACAGGAAGTACCTGCGTTACATAAAAAAACACAGCAACAACCGGCGTATA
AGGATAAAACGGTACCAGAGTCAACGATAGCATCAAAGTCGGTTGAATCAAATA
AAGCAACAGAAAATGAGATGTCACCTGTTGAACATCATGCTTCAAATGTGGAAA
AACGTGAAGATAGATTGGAGACTAATGAGACAACACCGCCATCAGTGGACGSTG
AATTTAGCCATAAAATCATCAATAATGCGCACGTAAATCCAAAAACGGATG GAC
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AAACAAACGTTAATGTTGATACGAAAACGATAGACACCGTTTCACCGAAAGATG
ACAGAATAGATACGGCGCAACCGAAACAAGTCGACGCTCCTAAAGAAAATACAA
CGGCACAAAATAAATTTACATCACAAGCGAGCGACAAAAAACCATACGGAT CCG
CGATGCAAAAACTACTATCTTTACCGTCCAATCTGGTTCAGTCTTTTCATAACTG
GAGAGGGTGAATCGTACCGATTGGTTTTGTACTTCCGACCCGGTAGGTAAGAAC
TTGGTTCCGGTGGTGGAACATCCTGGCTGCTTGAAGAATGTTATAATGAARTTC
AGATGGTGCTACTTTTGGAGAGTGGCTTGAAAAAGAAAAAAGAATTCTTCTTCAT
GCGGGTGGGCAAAGCCGTCGTTTACCCGGCTATGCACCTTCTGGAAAGATITCA
CTCCGGTTCCTGTGTTCCGGTGGGAGAGAGGGCAACATCTGGGACAAAATIGCT
TTCTCTGCAACTTCCCCTATATGAAAAAATCATGTCTTTGGCTCCGGATAMCTCC
ATACACTGATTGCGAGTGGTGATGTCTATATTCGTTCGGAGAAACCTTTGBGAG
TATTCCCGAAGCGGATGTGGTTTGTTATGGACTGTGGGTAGATCCGTCTGIGCTA
CCCATCATGGCGTGTTTGCTTCCGATCGCAAACATCCCGAACAACTCGACITATG
CTTCAGAAGCCTTCGTTGGCAGAATTGGAATCTTTATCGAAGACCCATTTGTCCT
GATGGACATCGGTATATGGCTTTTGAGTGACCGTGCCGTAGAAATCTTGAGAAA
CGTTCTCATAAAGAAAGCTCTGAAGAACTAAAGTATTATGATCTTTATTCCGATTT
TGGATTAGCTTTGGGAACTCATCCCCGTATTGAAGACGAAGAGGTCAATAGCTA
TCCGTTGCTATTCTGCCTTTGCCGGGAGGAGAGTTCTATCATTACGGGAGKGGTA
AAGAACTGATTTCTTCAACTCTTTCCGTACAGAATAAGGTTTACGATCAGGGTCGT
ATCATGCACCGTAAAGTAAAGCCCAATCCGGCTATGTTTGTCCAAAATGCTIGTCG
TGCGGATACCTCTTTGTGCCGAGAATGCTGATTTATGGATCGAGAACAGTEBTAT
CGGACCAAAGTGGAAGATTGCTTCACGACATATTATTACCGGGGTTCCGGAAAT
GACTGGTCATTGGCTGTGCCTGCCGGAGTGTGTGTAGATGTGGTTCCGABHTG
ATAAGGGCTTTGTTGCCCGTCCATACGGTCTGGACGATGTTTTCAAAGGAGTTT
GAGAGATTCCAAAACAACCCTGACGGGTATTCCTTTTGGTGAATGGATGTCAAA
CGCGGTTTGTCATATACAGATTTGAAAGGACGTACGGACGATTTACAGGCATTT
CCGTATTCCCTATGGTTAATTCTGTAGAAGAGTTGGGATTGGTGTTGAGGEGAT
GTTGTCCGAACCCGAACTGGAGGAAGGAAAGAATATCTGGTTACGTTCCGACAT
TTTTCTGCGGACGAAATTTCGGCAGGTGCCAATCTGAAGCGTTTGTATGCBAAC
GTGAAGAGTTCAGAAAAGGAAACTGGAAAGCATTGGCCGTTAATCATGAAAAAA
GTGTTTTTTATCAACTTGATTTGGCCGATGCAGCTGAAGATTTTGTACGTTTGGT
TTGGATATGCCTGAATTATTGCCTGAGGATGCTCTGCAGATGTCACGCATCATA
ACCGGATGTTGCGTGCGCGTATTTTGAAATTAGACGGGAAAGATTATCGTCGGA
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AGAACAGGCTGCTTTTGATTTGCTTCGTGACGGCTTGCTGGACGGGATCARAAT
CGTAAGAGTACCCCAAAATTGGATGTATATTCCGATCAGATTGTTTGGGGACGTA
GCCCCGTGCGCATCGATATGGCAGGTGGATGGACCGATACTCCTCCTTATCRCT
TTATTCGGGAGGAAATGTGGTGAATCTAGCCATTGAGTTGAACGGACAACOCCC
TTACAGGTCTATGTGAAGCCGTGTAAAGACTTCCATATCGTCCTGCGTTCATCGA
TATGGGTGCTATGGAAATAGTATCTACGTTTGATGAATTGCAAGATTATAAGAAG
ATCGGTTCACCTTTCTCTATTCCGAAAGCCGCTCTGTCATTGGCAGGCTECACC
TGCGTTTTCTGCTGTATCTTATGCTTCATTAGAGGAACAGCTTAAAGATTICGGTG
CAGGTATTGAAGTGACTTTATTGGCTGCTATTCCTGCCGGTTCCGGTTTG&CACC
AGTTCCATTCTGGCTTCTACCGTACTTGGTGCCATTAACGATTTCTGTGGITAGC
CTGGGATAAAAATGAGATTTGTCAACGTACTCTTGTTCTTGAACAATTGCITIGACT
ACCGGAGGTGGATGGCAGGATCAGTATGGAGGTGTGTTGCAGGGTGTGAAGIT
CTTCAGACCGAGGCCGGCTTTGCTCAAAGTCCATTGGTGCGTTGGCTACGATC
ATTTATTTACGCATCCTGAATACAAAGACTGTCACTTGCTTTATTATACCGGTATA
ACTCGTACGGCAAAAGGGATCTTGGCAGAAATAGTCAGTTCCATGTTCCTAATT
CATCGTTGCATCTCAATTTACTTTCGGAAATGAAGGCGCATGCATTGGATAGAA
TGAAGCTATACAGCGTGGAAGTTTTGTTGAGTTTGGCCGTTTGGTAGGAAAACC
TGGGAACAAAACAAAGCATTGGATAGCGGAACAAATCCTCCGGCTGTGGAGSCA
ATTATCGATCTGATAAAAGATTATACCTTGGGATATAAATTGCCGGGAGCCGGTG
GTGGCGGGTACTTATATATGGTAGCGAAAGATCCGCAAGCTGCTGTTCGTATCG
TAAGATACTGACAGAAAACGCTCCGAATCCGCGGGCACGTTTTGTCGAAATACG
TTATCTGATAAGGGATTCCAAGTATCACGATCATAA
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8.3 Alignment verschiedener Aminosauresegenzen

UGDH1 ara 1 avkiccel: tuavialkcpdvevavvdisvprinamsdulpiyepglddvwkqergknlffstdvekhvreadi' tptkerglgagkaadl tyw 1advsvsdkivvekstup dekilthnskgikeqil
UGDH Soy 1 avkicel: tuavialkcpsievavvdisksrisamsdqlpiyepgldovwkqergknlffstdvekhvt eadivEvsvntptk tqglgagkaadl tyw 1advsksdkivvekstvp dekilthnskgikeqil
UGDHL ara 481 cmumlimewztwmmwwcmtmwulﬁlmﬂmum 1 gadvtqusyavy mtmmmct¢ummcm1wwmum
UGDIl Joy 401 egraikdlfnp p qulkdvyaqevpeerilettnlwsaelsklaanatlaqei 1 QUaYsvy gty ywkq qx;
UCDHL axa 261 1gt tpaidvexgllcdkarloiydpqutedqiqrdl plhl quey ¥ ;| i1 de g fdnag) lgelzcigtivyoighplddul
UGDH Soy 961 tvsnkkiailgfatfkk tpaidy ullqﬁmslmudqlqrdlmktmmlw D dayeatkdahglciltevdefk tldygkifdnagkpatvidgrnivdadklreigfivysigkpldpul
UGDH1 ara 1441 =

UGDH Soy 1441 =

Abbildung 136.: Alignment der Aminosauresequenz detJGDH1 ausArabidopsisthaliana und der UGDH ausGlycine max
Die beiden Dehydrogenasen zeigen eine Homologie9eém mit dem charakteristischen GXGXXG Motiv fiiedindung von NAD.

Nukleotid-Binde-Domane nach Rossmann
murin 1 ngneelvvqpaleapkrrdilaiviivipvtllitvwhqsslapllavhkdegsdprheappgadpreycasdrdivevvrteyvytrpppusdtiptihvwtptysrpvgkael traant] thvpnlhwlvvodaprrtpltarl lrdtglnythlhve

human | ceeeeeeeeees apkrrdilaivlivipwtllitvwhqstlapllavhkdegsdprretppgadpreyctsdrdivevvrteyvytepppusdtiptihvweptysrpvgkael trnantl lhvpnlhwlvvedapreepltarllrdtglnythlhve
murin - 43) tpmyklrgdardpriprotaqlalrvlretfpms tyslelfeearstrrvsvwpvatvgglryesprvngagkvwowkevfdphrpfaidnagfamlrlilqrsqayfklrgvkgoyqessllrelvtindlepkaanctki
human )4 tpmyklrgdardpriprgtaqralalrelretfpmss tyslelfeearstrrvsvwpvafvyglryeaprngagkvvowktvdphrpfai dnagfamlelilqrsqayfklrovkgoyqesslirelvtindlepkaanctii

murin 96 Ivwhtrtekpvlmmegkkoftdpsvei DXD Motiv

human 306 Joghtreekpulmegkkoftdpsvei-

Abbildung 137: Alignment der Aminoséauresequenz demurinen und humanen GICAT-P

Die murine und humane GIcAT-P (GT Familie 43; Hitpww.CAZy.org/fam/acc GT.htmL) weisen eine GT-An#ttur auf, eine Rossman-ahnliche Struktur bestlzers 128-
Faltblattern und @a-Helices (Bretoret al. 2006). Das typische DXD Motiv steht liber die Kaneadion mit divalenten Kationen mit den Phosphapgen des Nukleotiddonors in
Interaktion.
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GLcAT-5 70 dvdprrpapgltsrpyEsphavgcggsrwplrrsspgrdaaekrnesrpglapeprlptiyaitptysrpvgkael trlantfrgwagqlhyilvedratrselvsstlaraglpnthlhwvptprrykrpwlprateqrnaglavlrgqrhghgsagqpoavlE
HécatGlcAT-3 ddE i u et e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e m e e e e e e e e m e e e s s sk e e m e e e e e e e e e e e s s e e eEae e e e maa e aamas s a ey

GLcAT-3 550 fadddntyslelfgenrttrkvsvwpvglvggrryerp lvkngkvroguytogwredrpfaidmagfavslogvilsnpkavikrrgsgpougesdflkgittveelepkwsnetkvlvwhtrtekvnlanepkvhldovniew®
HécatGlcAT-3 e Brnruturnananama s, *

Abbildung 138: Alignment der Aminosduresequenz dewildtyps GICAT-S und der rekombinanten HisscatGICAT-S.
Die Aminosauresequenzen (ohne Transmembrandomémanen bis auf eine Abweichung Uberein. Hier hanhdslsich im einen Austausch der Aminoséaure Vatigeg Alanin
am C-Terminus.

Nukleotid-Binde-Domane nach Rossmann

Maus 1 spkrrdilaiviivipvtilitvwhqsslepllavhkdegadprheappgad----------=-cu-- preycasdrdivevvrteyvytipppvadtiptihvviprysrpvgkaeltznantllihvpnlhvivegdaprrtpltarlizdrglinythl
human 1 spkrrdilaiviivipvtilitvwhqatlepllavhkdegadprretppgad -« --«-scmonen preycradrdivevvrteyvytipppvadtiptihvwptysrpvgkaeltrnantlihvpniivlveedopretpltarlizdtglinythl
Ratte 1 =-pksalencfillpwilivilesseenex BhAY - dprrpapqltarpytaphtvgcggarvplraspordassekinesrpql@ep- - -riptiyai tprysrpvgkaelitriantirqraqlhvi lvedratgselvaatlaraglipnthl
—_—

Naus 145 hvetprnykir dpxip qrnlalrviet{pIns tEgvvy yslelt strrvavwpvatvgglryeapringagkvvguk tvtdphrptaidaagtavnlclilqraqaytklrgvkogyqesslicelveindlepkaanc
hunan 145 hvetprnykl dpxip lalrvlretfprns s @ovvy lelt strrvavwpvatvgglryeaprngagkvvouk tvtdphrptfaidaagtavnlclilqraqaytklrgvkogyqesslicelveindlepkaanc
Ratte 142 hvptpERLyk ===~~~ rpuiprateqrnaglavlrqrhghqaagpgvlce lelfqenr ttrkvavwpvglvggrryerplvkn - gkvwowytovredrptaldnagtavslquilsnpk avik £ ongesdt ik qi tevde lepkarne
Yaus 305 tkilvwhtrtekpvlvnegkkgttdpavel DXD Motiv

hunan 305 tkilwwhtrtekpvivnegkkgtftdpavel

Ratte 295 tkvivwhtrtekvnlanepkytsdtvniev

Abbildung 139: Alignment der Aminosauresequenz deGICAT-S ausMus musculus, Homo sapiens und Rattus norvegicus

Die GIcAT-S ausMus musculusHomo sapiensind Rattus norvegicuéGT family 43; http://www.CAZy.org/fam/acc GT.htrhlweisen eine GT-A Struktur, eine Rossman-ahnliche
Struktur bestehend aus JRFaltbléattern und 7o-Helices (Bretonet al. 2006) auf. Das typische DXD Motiv steht Uber dieokdination mit divalenten Kationen mit den
Phosphatgruppen des Nukleotiddonors in InteraktBloAT-S der Ratte zeigt 97%, GICAT-S des Menscheigt 47% Homolgie zum murinen Enzym.

GlcAT-P 1 mahhhhhhwddddknlapllavhkdegsdprheap--——-—-——- pogad-------) preyonsdrdivevwr teyvytrpppwsdtlptibvwtptysrpwagkael troantllhvpnlhwlvvedaprrepl tarlledegloythlhvetprovk legd
GlcAT-5 1o e dv...rp..gltsrpyEs. h. vgocgysrv. lrrsspy. caa. krmesrpglg. e -——F. .. ¥al. . oo v v v e i u s 1...frg.aq...1il...rat.se.vs5E. ara. .po. . ... Y P
GlcAT-P 145 ardpriprgtmogrnlal rwlrectfprinstopovwyfadddntyslelfeenrstrevsvupvatvyglryeapevhgagkvvouk tvfdphrpfaiduwagfavnlrlilgrasgqayfklrowkgoyaessllrelwtlndl epkaanctkilvwhtrtekp
GlcAT-5 143 ——r.wl..a.g...8f.8...gchghg.a....16. ............ [ PP P gl...x...x.L.En-...... Fogwred. oo uanai ... S.0v..onpE.v..E..80p.0. .. dE . Egit.vee. . ... = PR, kil
GlcAT-P 305 wlvnegkkgftdpsvei
GlcAT-5 300 n.a..p.vhldtyni.w

Abbildung 140: Alignment der Aminosduresequenz deHisgcatGIcAT-P und HisscatGICAT-S ausMus musculus
Die Aminosauresequenzen von §astGICAT-P und HigcatGICAT-S zeigen eine Homologie von 52%.



268

Anhang

futl
amuc_094z2
epsH
epsll
whdll
whgll
whld
whgL

futl
amuc_094z2
epsH
epsll
whdll
whgll
whld
whgL

futl
amuc_094z2
epsH
epsll
whdll
whgll
whld
whgL

futl
amuc_094z2
epsH
epsll
whdll
whgll
whld
whrtT,

-

e

268
253
313
340
253
Z65
280
280

547
511
585
652
529
535
526
544

547

wafkvrgicgg-logngqufgya--fakslogk-hsntpwlldits£d- pk-lvrda--lkcug
————— urlfgg-longlfgqya--£flfalsr-gquok-arletssye- i i pa-clrsl--faapk
-—-pk--inki--1sdff

wkivvirltgg-longlfgqya--ngyaeak-eqnoglkidlroy
nsivvarlagg-lgngqufgqyakgyaesver---nsslkldlrogvkny:

-—-pn-ilvra--in--
pnfivrai--nkfpk

—--nmivmkisgg-longlfgqya--vgraiai-gqyovplkldvsay: r-ilrrlogwlkknt yyaek

—-nsiirloggg-lenglEgfs--foyalsk-ingtplyfdishya- rg-—-—---------3r-lypdi--flflg----- fonef
HXRRXD Motiv

geiv-fe br——— - g-—--igogl------ g---id------

eekr-hy -fd---pglaapp-rrh-t----- vikgyfgtegqyflhcreglerefrlktpltpenar---iledirsc--------- cs--islhirrcdyl np¥l rppl

kkgy-£fi ----ecnfellnlirnsesicpsirrgdyfvdnpki a---iynve d---in:

nrvv-fnlisrfglyiithgfs---esikktafkn- ekalglynellngna--ickslekwsifiv--- -h---ddselekreicd--—-rn-----—-

lylkrfe igogmms--ialhirrgdy-isnheannther sl 11

krf oy kkings-nko: lsdvircth hirrgdy nveal i

grri-yd fugap brergdyl1 nhpeigy-1------ d---id------
hirrgdyfiknktatltho sl

yokkaleymakrv- -prmelfyvfcedle fr-g-nld--lg ypfnduntt.
yylrsmaenegrlraagapgeslryEifsddie- —-—-warg-nlr--pa-----1phvhvdi
yiiesvmeikknv- -vnvkvicfsdd: kknik fdcet

yyekainhiinty- —-—-wa-s-elw--rsiikdrypll---w

yyissvsyvkomy- i i --wcke-nar--ei --fnsddevn--yvegnsgewdm lmsaakhhijanssfswwgavlardannwtiapipw--£fdkk--e-
yyidsirylkerf -mnlvEfvfzddiewckkykneifs-r-sdd. kfiemmt--oq i luwsnakvhiianssfswwgawlknydlgitiaptpw--fere--e-
yykravdyikeki eapvifvfandyva. -k-d fnfidspvfiedtgteid-dln-----luncgoghnivanssfsmraawlnsnvdkiviapk tim---ae--n-
yykkalnkirdla- -mirdvEifsddif

e-wvkieshfevks--gkyna®

Abbildung 141: Alignment der Aminosauresequenz volmuc 0942, Eps11, EpsH, WbgN, WhdN, WbIA, WbgL und-utC

Das Alignment der Aminosauresequenz von Amuc 084211, EpsH, WhbgN, WbdN, WbIA, WbgL mit FutC alsf&enz zeigt eine 25-29% Homologie zu FutC.
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8.4 Elektropherogramme der CE-UV Analyse

)
[

0.044  Migration Time @ [ L0.04
(=]

0.02 \ 002 2

L galr §
s, o S — A S A ..8 i_ . T, . A e
0.00+4 ' = [~ =0.00
T T T T L]
0 5 10 15 20 25 30

Minutes

Abbildung 142: CE-UV Analyse der Synthese von UDP-IBA nach 5 h mit dem UGDH-Modul (Modul C)
im semipraparativen Mal3stab (10 mL)

Das CE-UV Eletropherogramm zeigt den Umsatz von {@XP (Migrationszeit: 11,9 min) zu UDP-GICA

(Migrationszeit: 17,2 min) und die erfolgreiche Ragration von NAD(Migrationszeit: 9,8 min).
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Abbildung 143: CE-UV Analyse der Synthese von UDP-IBA nach 2 h durch Kopplung des SuSy-Moduls
mit dem UGDH-Modul (Modul B + Modul C) im analytischen MalR3stab (1 mL)

Das CE-UV Eletropherogramm zeigt den Umsatz von U@MHgrationszeit: 23,5 min) zu UDP-Glc

(Migrationszeit: 12,3 min) und weiterhin zu UDP-@lc(Migrationszeit: 18,6 min). Die erfolgreiche

Regeneration von NAQ(Migrationszeit: 10,1 min) ist ebenfalls zu erkenne
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Abbildung 144: CE-UV Analyse der Synthese von UDP-IGA nach 1 h durch Kopplung des SuSy-Moduls
mit dem UGDH-Modul (Modul B + Modul C) im analytischen Mal3stab (1 mL)

Das CE-UV Eletropherogramm zeigt den Umsatz von U@Mgrationszeit: 22,4 min) zu UDP-Glc

(Migrationszeit: 12,2 min) und weiterhin zu UDP-@Ilc(Migrationszeit: 18,1 min). Die erfolgreiche

Regeneration von NAD(Migrationszeit: 9,6 min) ist ebenfalls zu erkennBrie Identitat der Substrate wurde

bestatigt mit kommerziell erhaltlichem UDP, NAUDP-Glc und UDP-GIcCA.
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Abbildung 145: CE-UV Analyse der Synthese von UDP-IBA nach 3 h durch Kopplung des UMPK-
Moduls mit dem SuSy- und UGDH-Modul (Modul A + Modul B + Modul C) im
analytischen MaRstab (1 mL)

Das CE-UV Eletropherogramm zeigt den Umsatz von UMHR@rationszeit: 23,8 min) zu UDP (Migrationszeit:

29,2 min) mit 0,5 mM ATP (Migrationszeit: 22,6 mials Phosphatdonor. Als Zwischenprodukte sind UD&-G

(Migrationszeit: 14,3 min) und weiterhin das Ziglgukt UDP-GIcA (Migrationszeit: 20,9 min) zu detieken.

Die erfolgreiche Regeneration von NAMigrationszeit: 11,9 min) ist ebenfalls zu erkenne
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Abbildung 146: CE-UV Analyse der Synthese von GDP4 nach 3 h (Modul A) im semipréaparativen
Mafstab (10 mL)

Das CE-UV Eletropherogramm zeigt die Synthese vbR&uc (Migrationszeit: 16,65 min) und die Enstefiun

des Nebenproduktes ADP (Migrationszeit: 21,5 min).
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8.5 HPLC Chromatogramme
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Abbildung 147: HPLC Analyse der Synthese von UDP-G@A durch Kopplung des UMPK-Moduls mit
dem SuSy- und UGDH-Modul (Modul A + Modul B + ModulC) im analytischen
Maflstab (1 mL)

Das HPLC Chromatogramm zeigt die Synthese von UliA@ach 3 h durch Kopplung des UMPK-, SuSy-

und UGDH-Moduls (Modul A + Modul B + Modul C) unt&terwendung von 0,5mM ATP als Phosphatdonor.

Die Synthese von UDP-GIcA erfolgte in 50 mM Tris-H@H 7,8) mit 0,5 mM NAD, 2 mM UMP, 300 mM

Saccharose, 2 U HISMPK, 1 U SuSy1 (produziert i&. coli), 2 U HisUGDH und 2,5 U HigNOX fur 7 h bei

30°C. Die Retentionszeit von UDP-GIcA betragt 22 .mi
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Abbildung 148: HPLC Analyse der Synthese von UDP-@A durch Kopplung des SuSy-Moduls mit dem
UGDH-Modul (Modul B + Modul C) im analytischen MaRRstab (1 mL)

Das HPLC Chromatogramm zeigt die Synthese von UA-Gach 2 h durch Kopplung des SuSy-Moduls mit

dem UGDH-Modul (Modul B + Modul C). Die Retentiomsizvon UDP-GICA betragt 25,9 min. Die Synthese

der UDP-GIcA wurde durchgefuhrt mit 50 mM Tris-H@H 7,8), 1 mM UDP, 300 mM Saccharose, 0,5 mM

NAD", 0,75 U SuSylproduziert inS. cerevisiag 1,5 U HigUGDH und 2 U HigNOX bei 30°C.
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LacNAc #4159 [modified by Administrator] UV_VIS 1
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Abbildung 149: HPLC Analyse zur Detektion von GlcALacNAc-Linker- t-Boc

Das HPLC Chromatogramm zeigt die Synthese von GlaéiNAc-Linkert-Boc durch Kopplung von Modul C
und Modul D nach 2 h. Die Synthese des hybriderk@hnids wurde durchgefiihrt in 50 mM Tris-HCI (pt8Y
mit 0,5 mM NAD, 5 mM UDP-Glc, 5 mM Gafl-4)GIcNAc@B1-Linkert-Boc und mit 0,5 U
HissNOX/HissgUGDH/HissGICAT-P und 0,5 U HigNOX/HissgUGDH/HisGICAT-P und 2 U alkalische
Phosphatase fiir 24 h bei 30°C. Die RentionszeitGioA(B1-3)GalB1-4)GIcNAc@B1-Linkert-Boc betragt 13,6
min und von Gaf{1-4)GIcNAc@1-Linkert-Boc 15,4 min.
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8.6 Bestimmung der Enzymstabilitat

8.6.1 Enzymstabilitat der His sUGDH

Relative Aktivitat [%]

0 50 100 150 200

Zeit [h]

Abbildung 150: Enzymstabilitat der HissUGDH unter Synthesebedingungen bei 30°C

Stabilitat der HigUGDH in 50 mM Tris-HCI (pH 8,7) bei 30°C. Die Bastinung der Enzymstabilitat ergab eine
Halbwertszeit von 43,3 h und einen Inaktivierungskimient k von 0,016. 100 % relative Aktivitat entsprechen
0,78 U/mg. Die Daten wurden unter Benutzung dethdmius Gleichung und der Software Sigma Plot 10.0
(SPSS GmbH Software, Germany) berechnet.

8.6.2 Enzymstabilitat der His ¢KfiD
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Abbildung 151: Enzymstabilitat der HisgKfiD unter Synthesebedingungen bei 30°C

Stabilitat der HigkfiD in 50 mM Tris-HCI (pH 9) bei 30°C. Die Bestimung der Enzymstabilitéat ergab eine
Halbwertszeit von 24,9 h und einen Inaktivierungskaientk von 0,0278. 100 % relative Aktivitat entsprechen
0,48 U/mg. Die Daten wurden unter Benutzung dethdmius Gleichung und der Software Sigma Plot 10.0
(SPSS GmbH Software, Germany) berechnet.
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8.6.3  Enzymstabilitdt der His ;GICAT-P
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Abbildung 152: Enzymstabilitat der HissGICAT-P unter Synthesebedingungen bei 30°C

Stabilitat von HigGICAT-P in 50 mM HEPES-NaOH (pH 6,5) bei 30°C. Mestimmung der Enzymstabilitat
ergab eine Halbwertszeit von 61,3 h und einen Inigktingskoeffizientk von 0,011. 100 % relative Aktivitat
entsprechen 0,37 U/mg. Die Daten wurden unter Beimgt der Arrhenius Gleichung und der Software Sigma
Plot 10.0 (SPSS GmbH Software, Germany) berechnet.
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8.7 Medien und Puffer

8.7.1 LB Medium und LB Agar

Substanz Konzentration
Trypton 10 g/L
Hefeextrakt 5g/L

NacCl 5¢g/L

fur LB Agar 1,5% (W/IV)

8.7.2 TE-Puffer

Substanz Konzentration
Tris-HCI, pH 7,6 10 mM

EDTA 0,1 mM
8.7.3  SD-Agar

Substanz Konzentration
SD 0,67%
Glukose 2%

Ura drop out 0,77 g/L

Agar

1,5% (W/V)

8.7.4 TAE-Puffer

Substanz Konzentration
Tris 04 M

Acetat 0,01 M

NaOH 0,01 M
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8.7.5 TB Medium

Substanz Konzentration
Wasser 900 mL
Trypton 12 g/lL
Hefeextrakt 24 g/L
Glycerin 4 mL

K-Phosphatpuffer

100 m L (23,1 g/L KHPOQ,; 125,4 g/L KHPOy)

8.7.6 HEPES-NaOH Puffer fur Anionenaustauschchromatograf

8.7.6.1 Agquilibrierungspuffer

Substanz Konzentration
HEPES-NaOH, pH 8,0 50 mM
8.7.6.2 Waschpuffer

Substanz Konzentration
HEPES-NaOH 50 mM

KCI 0,1 M

Puffer auf pH 8,0 einstellen

8.7.6.3 Elutionspuffer

Substanz Konzentration
HEPES-NaOH 50 mM

KCI 0,4 M

Puffer auf pH 8,0 einstellen

8.7.7  10x SDS-Laufpuffer

Substanz Konzentration
Tris 250 mM
Glycin 1,29 M

SDS

1%
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8.7.8  Coomassie-Farbelosung

Substanz

Konzentration

Coommassie Blue R-250
Ethanol

0,1% (W/V)
40% (VIV)

Konz. Essigsaure 10% (V/V)
8.7.9  Coomassie-Entfarbelésung

Substanz Konzentration
Ethanol 40% (VIV)
Konz. Essigsaure 10% (V/IV)
8.7.10 TBS-Puffer

Substanz Konzentration
Tris/HCI 10 mM

NaCl 150 mM
Puffer auf pH 7,2 einstellen

8.7.11 TBS-Tween

Substanz Konzentration
Tris/HCI 10 mM

NacCl 150 mM
Tween 20 0,1% (VIV)

Puffer auf pH 7,2 einstellen

8.7.12 TBS-Blocking-Puffer

Substanz Konzentration
Tris-HCI 10 mM

NacCl 150 mM

BSA 3% (W/V)

Puffer auf pH 7,2 einstellen
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8.7.13 Antikdrperldsung fur Western Blotting

Substanz Konzentration
Anti-Hisg-Antikérperkonjugat 40 puL
Blocking-Puffer 6,6 mL

TBS 13,4 mL

8.7.14 DAB-L6sung fur Western Blotting

Substanz Konzentration
10x DAB 2 mL
Peroxid-Puffer 18 mL
8.7.15 Transfer-Puffer

Substanz Konzentration
10x SDS-Laufpuffer 100 mL
100% Methanol 100 mL

H,0 800 mL
8.7.16 Boratpuffer

Substanz Konzentration
Na-Tetraborat 50 mM
Borsaure 64 mM

Puffer auf pH 9,0 einstellen
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8.8 Gerate

AktaPrime Akta™prime GE Healthcare, Freiburg
PrimeView™ Software

Autoklav Zentracert 5169 F. u. M. Lautenschlager
Steuerung SPS 2003 mit  GmbH und Co KG, Koéln
APC 620

Blotapparatur Xcell 1I™ Blot Modul, Invitrogen, Paisley, UK
Version G

Geldokumentationssystem VersaDoc 4000 MP oder Bio-Rad Laboratories,
GelDoc XR Hercules, USA
Software QuantitiyOne

Gelkammer vertikal Xcell SureLock™ Mini-Cell, Invitrogen, Paisley, UK
Version G

Gelkammer horizontal SubCell Bio-Rad Laboratories,

Hercules, USA

HPLC Probengeber ASI-100 Dionex GmbH, Idstein
Detektor 160S
Pumpe P680
Chromeleon Software (Client
Version 4.10 Build 2.80)

HPLC Probengeber ASI-100 Dionex GmbH, Idstein
Pumpe P580
Chromeleon Software
Detektor 160S Gynkotek GmbH, Germering

HPLC Probengeber 3900 Knauer, Berlin
Smartline Pump 1000

HPLC-Saulen Multokrom 100-5 C18 CS Chromatographie
(250%4 mm) Langerwehe, Deutschland
Eurospher 100-10 C18 Knauer, Berlin

(250%x20 mm)

Hypersil APS2-3u Saule ThermoQuest (Biberach,

(2100x3 mm) Deutschland

Multospher APS-HP-5 p CS Chromatografie,
250x3 mm Saule Langerwehe, Deutschland
LiChrospher 100 RP 18-5u Merck, Darmstadt,

Saule (250x4 mm) Deutschland

HPAEC-PAD HPAEC-PAD-Anlage, eine CarboPac™ PA1l
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Dionex (Sunnyvale, CA, Dionex, Sunnyvale, CA,
USA, Software: USA
Chromeleon] Version 6.40

Inkubator Multitror? Infors, Bottmingen

Kapillarelektrophorese

Mikrotiterplatten fur
Photometer

Massenspektrometer

PCR-Cycler
pH-Meter

Photometer

Pumpe

Rotationsverdampfer

Saulen fur
Festphasenextraktion

Labor-Schwingmuhle

Sterilbank

Tischautoklav

Heizblock

Ultraschallaufschluss
Vakuumzentrifuge
VivaSpin-Konzentratoren

Wippschuttler

Zentrifuge
Zentrifuge

Zentrifuge

P/ACE MDQ GlycoproteiBeckman Coulter, Krefeld

System

32 Karat Software Version 5.0

Rotilabo F-Profil
MSQ Plus

Mastercycler gradient
pH-Meter CG842

SPECTRAmMax Plus
SOFTmax Pro Software

Peristaltik-Pumpe P1
Heidolph VV1

C18 Sep-PdkSaulen

Labor-Schwingmiuhle
Retsch

Hera Safe
Systec 2540EL

Thermo Heizblock HLC
HBT 130
Sonopuls
Concentrator Plus
VivaSpin 20 und 500
Polymax 1040

Rotina 35R
Rotanta 460R

Sorvall Evolution RC

Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientifi
Waltham, USA

Eppendorf
Schott, Mainz

Molecular Devices, Ismaning

GE Healthcare, Freiburg

Heidolph Instrungen
GmbH, Schwabach

Waters GmbH, Eschborn

Haan, Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Tuttnauer GmbH, Breda,
Niederlande

JUMO eco TROM

Fulda, Deutschland
Bandelin, Berlin
Eppendorf
Vivasde, Hannover

Heidolph Instruments
GmbH, Schwabach

Hettich, Tuttlingen
Hettich, Tuttlingen

Thermo Fisher St
Waltham, USA



Anhang 281
8.9 Chemikalien

Agar-Agar Roth, Karlsruhe

Agarose Roth, Karlsruhe

Alkalische Phosphatase
Ammoniumperoxidsulfat
Ampicillin Natriumsalz
Anti-Hise-Peroxidase

AMP, ADP, ATP
Chloramphenicol

Coomassie Brilliant Blue G-250
Diaminobenzidin-Substrat
Dithiothreitol

Essigsaure

Ethanol
Ethylendinitroltetraessigsaure
Dinatriumsalz

GelRed

GIcNAc-linker<tBoc

Glycerin
Glycin
GMP, GDP, GTP
GDP-Fuc
H20;
Hefeextrakt
HEPES
Imidazol
IPTG
KoHPO,
KH,PO,

Roche Diagnostics GmbH, K&

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma Aldrich, Taufkirchen,

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbHniMeim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Biotium, Hayward, USA

zur Verflgung gestellt vom Institut fir Mikrabogie,
Akademie der Wissenschaften, Prag, Tschechische
Republik

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Jennewein Biotechnologie, Rheinbreitbach

Roth, Karlsruhe

MP Biomediacals, LLC, Solon/Ohio

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe



282

Anhang

KOD-Polymerase-Kit
LacNAc (Typ 1 und Typ 2)
Laktat-Dehydrogenase
LDS Probenpuffer
Lyticase

MES

Methanol

MnCl,

NaxB4O7

NaCOs

NaCl

NAD", NADH
Ni**-NTA-Material
PEP
Plasmidpraparationskit
prestained protein ladder
PVDF-Membran
Pyruvatkinase (1U/ul)
Raffinose
Restriktionsenzyme
Rinderserumalbumin Fraktion V
SDS

TEMED

Tris

Trypton

Tweerf 20

UMP, UDP, UTP
UDP-Gal

UDP-Glc
UDP-GIcNACc
UDP-GIcA
Ura-Drop-out

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Invitrogen™, Paisley, UK
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Qiagen, Hilden
Biomol, Hamburg
Peglab, Erlangen
Fermentas, St. Leon-Rot
Bio-Rad, Mlnchen
Roche, Mannheim
Fluka, Steinheim
Fermentas, St. Leon-Roth
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Fluka, Steinheim
Fluka, Steinheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Clontech, St.Germain-en-Laye, Frardtrei



