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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In den letzten Jahren gewannen w-Transaminasen zunehmend an Bedeutung. lhr breites
Substratspektrum, das sowohl Aminosauren als auch Amine umfasst, macht sie interessant
flr biotechnologische Anwendungen. Im Gegensatz zu a-Aminotransferasen sind w-
Aminotransferasen nicht auf a-Aminosduren als Aminodonor bzw. o-Ketosduren als
Aminoakzeptoren beschrankt. Auch sind einige w-Transaminasen in der Lage, Aldehyde oder
Ketone zu aminieren. Dadurch sind sie vielseitig einsetzbar. Seit ihrer Entdeckung wurden w-
Transaminasen in einer Vielzahl von Organismen nachgewiesen. Viele dieser Enzyme
stammen aus Pilzen und Bakterien. Da es standig Bedarf an neuen Transaminasen gibt,
wurden verschiedene Organismen auf das Vorhandensein solcher Enzyme untersucht. Die
Hefe Blastobotrys raffinosifermentans LS3 ist einer dieser Organismen. Fir diese Hefe
existiert bereits eine Vielzahl biotechnologischer Anwendungen, was unter anderem an
ihren vielseitigen physiologischen Maglichkeiten liegt. Um das Spektrum dieses Stammes
noch zu erweitern, wurde sein Genom auf ORFs gescannt. Die ermittelten ORFs wurden
translatiert und die so erhaltenen, theoretischen Proteine in einer Proteindatenbank
gespeichert. Die Eintrage dieser Datenbank wurden einem ,hmmerscan” (hmm ist kurz fir
,hidden Markov model“) unterzogen. Dabei werden die Proteine in sogenannte Pfams, kurz
fiir Proteinfamilien, eingeteilt. Drei Proteine wurden der Familie PF00202.21 zugeordnet.
Das ist die sogenannte Aminotran_3 Familie. In dieser Familie befinden sich eukaryotische w-
Transaminasen. Die Gene brotal, brota2 und brota3 codieren fir diese Enzyme. Jeweils eins
der Gene wurde in den Vektor XPLOR®3 kloniert, damit die potentiellen w-Transaminasen in
B. raffinosifermentans G1212 [aleu2 atrp1:ALEU2] [1] Uberexprimiert werden kdnnen. Eine
Besonderheit von BroTA1l ist, dass es neben der Aminotran_3 Domdane noch eine AAA
Domane aufweist. Deshalb ist es mit etwa 85 kDa auch deutlich gréRRer als die meisten w-
Transaminasen, die meist zwischen 45 und 50 kDa liegen. BroTA2 und BroTA3 beinhalten nur
die Aminotran_3 Domane. Alle drei Enzyme zeigen niedrige Aktivitat bei der kinetischen

Auflosung racemischer B-Aminosauren.

Neben den eukaryotischen w-Transaminasen wurden auch einige bakterielle Enzyme
untersucht. Literatursuche und das Screenen der Stammsammlung der Arbeitsgruppe
Hefegenetik des Leibniz-Instituts fur Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung fiihrten

zu mehreren potentiellen bakteriellen w-Transaminasen. Das zu Beginn dieser Arbeit noch
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als hypothetisches Protein bezeichnete Enzym von Variovorax boronicumulans hat sich als w-
Transaminase herausgestellt. Das Enzym wurde detailliert hinsichtlich  des
Substratspektrums und seiner biochemischen Eigenschaften charakterisiert. Es handelt sich
hierbei um eine w-Transaminase mit B-Aktivitat. Diese Transaminase akzeptiert sowohl
aromatische als auch aliphatische B-Aminosduren als Substrat. Sequenzvergleiche dieses
Enzyms mit anderen w-Transaminasen, die nur aliphatische Aminosauren akzeptieren,
fihrten zu tieferen Einblicken in konservierte Bereiche dieser beiden Gruppen von w-

Transaminasen.

Der dritte Ansatz war das Anpassen einer bekannten w-Transaminase des thermophilen
Bakteriums Sphaerobacter thermophilus an ein potentielles Motiv flir aromatische w-
Transaminasen. Dadurch sollte die Aktivitat des Enzyms erhoht werden. Dieser Ansatz fihrte
zu 7 Varianten des Enzyms mit hoherer Aktivitat als der Wildtyp. Durch diese Versuche
wurden einige flir die Transferaseaktivitat wichtige Aminosaurereste offenbart. So hat sich
zum Beispiel herausgestellt, dass N70 offenbar wichtig fir den Umsatz von y-Aminosduren
ist, da ein Austausch gegen Glutamat zu einer verminderten Aktivitdit mit vy-

Aminopentansaure fihrte.
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Summary

Summary

In recent years, w-transaminases have become increasingly important. Their wide range of
substrates, which includes both amino acids and amines, makes them interesting for
biotechnological applications. In contrast to a-aminotransferases, w-aminotransferases are
not limited to a-amino acids as amino donors or a-keto acids as amino acceptors. Some w-
transaminases are also able to aminate aldehydes or ketones. This makes them versatile.
Since their discovery w-transaminases have been identified in a variety of organisms. Many
of these enzymes derive from fungi and bacteria. Since there is a constant need for new
transaminases, various organisms have been examined for the presence of such enzymes.
The yeast Blastobotrys raffinosifermentans is one of these organisms. A large number of
biotechnological applications already exist for this yeast. To expand the spectrum of this
strain, its genome was scanned for ORFs. The determined ORFs were translated and the
theoretical proteins obtained in this way were stored in a protein data base. The entries in
this data base were subjected to a hmmerscan (hmm is short for “hidden Markov model”).
The proteins are assigned to so-called pfams, short for protein families. Three proteins have
been assigned to family PF00202.21. This is the so-called Aminotran_3 family. In this family
are eukaryotic w-transaminases. The genes brotal, brota2 and brota3 code for these
enzymes. One gene each was cloned into the vector XPLOR®3 so that the potential w-
transaminases in B. rdffinosifermentans G1212 [aleu2 atrp1:ALEU2] [1] can be
overexpressed. A special feature of BroTA1l is that it has a AAA domain in addition to the
Aminotran_3 domain. Therefore, at about 85 kDa, it is also significantly larger than most w-
transaminases, which are usually between 45 and 50 kDa. BroTA2 and BroTA3 contain only
the aminotran_3 domain. All three enzymes show low activity in the kinetic resolution of

racemic B-amino acids.

In addition to the eukaryotic w-transaminases, some bacterial enzymes have also been
studied. A literature search and screening of the strain collection of the yeast genetics group
of the Leibniz-institute for plant genetics and crop science led to several potential bacterial
w-transaminases. The enzyme from Variovorax boronicumulans, which was still described as
a hypothetical protein at the beginning of this work, turned out to be an w-transaminase.
The enzyme was characterized in detail with regard to the substrate spectrum and its

biochemical properties. It is an w-transaminase with B-activity. This transaminase accepts
IX



Summary

both aromatic and aliphatic B-amino acids as a substrate. Sequence comparisons of this
enzyme with other w-transaminases that only accept aliphatic amino acids led to deeper

insights into conserved regions of these two groups of w-transaminases.

The third approach was the adaptation of a known w-transaminase from the thermophilic
bacterium Sphaerobacter thermophilus to a potential motif for aromatic w-transaminases.
This should increase the activity of the enzyme. This approach resulted in 7 variants of the
enzyme with higher activity than the wild type. These experiments revealed some amino
acid residues important for transferase activity. For example, it turned out that N70 is
apparently important for the conversion of y-amino acids, since replacing it with glutamate

led to reduced activity with y-aminopentanoic acid.
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1. Einleitung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Verfahren zur enantiomerenreinen Produktion von -
und y-Aminosduren erweitert. Aminosduren konnen in der (R) oder der (S) Form
vorkommen. Da die Formen unterschiedliche physiologische Wirkungen haben kénnen, ist es
wichtig Aminosduren enantiomerenrein zu synthetisieren. Das ist vor allem von Bedeutung,
wenn die Aminosauren als Bausteine flir pharmazeutisch aktive Substanzen verwendet
werden, da das falsche Enantiomer keine, oder eine unerwiinschte Wirkung haben kann.
Daher ist es notwendig das Spektrum verfligbarer Katalysatoren, in diesem Fall Enzyme, zu
erweitern. Enzyme haben gegenliber der chemischen Synthese den Vorteil, dass sie
spezifisch fir ein Enantiomer sind, daher sind insbesondere w-Transaminasen fir die

Produktion von enantiomerenreinen - und y-Aminosduren von Interesse.

1.1. Ungewobhnliche Aminosduren in der Natur

Neben den proteinogenen o-Aminosauren kommen in der Natur weitere, nicht
proteinogene Aminosauren vor. Darunter finden sich viele B- und y-Aminosauren. Die in der
Natur am haufigsten vorkommende B-Aminosdure ist f-Alanin, das in allen Lebewesen, zum
Beispiel als Teil von Coenzym A, vorkommt [2]. AuRerdem dient es in Form von Carnosin (ein
Dipeptid aus B-Alanin und L-Histidin) und Anserin (ein B-Alanyl-3-methyl-L-histidin Dipeptid)
als Fanger von freien Sauerstoffradikalen in Sdugerzellen [3]. Eines der Produkte beim Abbau
von Uracil ist B-Alanin. Der Abbau von Thymin fihrt zu einer dem B-Alanin strukturell
dhnlichen Aminosdure, der (R)-B-Aminoisobuttersdure. Das (S) Enantiomer von
Aminoisobuttersdure entsteht beim Abbau von L-Valin [4,5]. Beide Aminosduren sind Teil
verschiedener Cryptophycine, komplexe Strukturen (Abb. 1), die aus terrestrischen
Cyanobakterien der Gattung Nostoc [6,7] und aus dem Schwamm Dysidea arenaria [8]

isoliert wurden.
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cryptophycin 21 (97): R' =H, R> = Me, X =Cl
cryptophycin 24 (98): R' =H, R*=Me, X = H
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cryptophycin 3 (100): R' = H. R> = Me. R* = Me. X = ClI
cryptophycin 4 (101): R' =H,R>=Me. R*=Me. X = H
cryptophycin 18 (102): R' = Me. R> = H. R* = Me. X = CI
cryptophycin 29 (103): R' =H.R*=Me. R*=H. X =ClI

Abbildung 1: Strukturformeln einiger Cryptophycine. 8-Aib: 8-Aminoisobutyrat, 8-Ala: 8-Alanin. Oben: wenn R! = H dann ist
B-Alanin Bestandteil des Molekiils, ist R* eine Methylgruppe ist 8-Aminoisobutyrat ein Baustein. Das gleiche gilt fiir R3 in dem
unteren Teil der Abbildung [9].

Eine weitere Klasse komplexer Molekiile, die B-Alanin enthalten, sind die Destruxine, die
erstmals 1961 aus dem entomopathogenen Pilz Metarrhizium anisopliae (vormals Oopsra
destructor) isoliert wurden. In Abb. 2 sind Strukturen verschiedener Destruxine abgebildet.
Nach ihrer Entdeckung wurde ihre Struktur aufgeklart [10,11]. In anderen Pilzen wurden
weitere Destruxine entdeckt. Einige der Organismen, aus denen diese zyklischen Peptide
isoliert wurden sind Trichotecium roseum TT103 [12], Ophiosphaerella herpotricha [13] und
Alternaria brassicae [14]. Destruxine zeigen eine starke insektizide Wirkung, weshalb
untersucht wurde, ob sie fir den biologischen Pflanzenschutz in Betracht kommen [15]. Es
hat sich aber herausgestellt, dass sie auch eine starke phytotoxische Wirkung, insbesondere
in der Familie der Brassicaceae, zeigen [16], weshalb es nie zu einer kommerziellen

Anwendung gekommen ist.
~ 2 ~
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Abbildung 2: Strukturen verschiedener Destruxine, zyklischer Peptide, die 8-Alanin enthalten [9].

Auch Pflanzen produzieren B-Aminosduren. So wird zum Beispiel B-Aminobuttersaure, eine
andere Bezeichnung fur B-Homoalanin, zur Abwehr gegen Fressfeinde produziert [17]. Eine
weitere Rolle spielt B-Homoalanin in der Pathogenabwehr in Kartoffeln (Solanum
tuberosum). Es hat einen Einfluss auf die DNA-Methylierung der Pflanze, was eine
Resistenzantwort auf eine Infektion mit dem Pilz Phytophthora infestans zur Folge hat [18].
Auch andere nichtproteinogene Aminosauren dienen der Abwehr von Fressfeinden. In
einigen Fabaceaen wurden zum Beispiel Analoga der Aminosdure Prolin, namlich
Homoprolin und Homopipecolinsdure (Abb. 3), nachgewiesen [19]. Es wird angenommen,
dass sie toxisch auf Bakterien und Tiere wirken, indem sie als Konkurrenten fir a-Prolin
dienen. Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zum Prolin kénnen sie durch die gleichen
Transporter aufgenommen werden und so die Transportkapazitat fiir a-Prolin herabsenken.
Aullerdem ist es moglich, dass sie falschlicherweise von tRNA-Synthetasen erkannt und auf
die Prolin-tRNA (bertragen werden. Das flihrt dazu, dass diese Aminosdureanaloga in
Proteine eingebaut werden, wodurch diese eine verminderte Funktion aufweisen kénnen
[20]. In Reis (Oryza sativa) wurden B-Tyrosin [21] und B-Phenylalanin [22] nachgewiesen.

Beide Aminosduren werden von der Pflanze mittels Aminomutasen aus den jeweiligen a-
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Aminosauren produziert. Ersterer wird eine Rolle in der Allopathie zugesprochen, da es das

Wachstum von Dicotyledonen hemmt [23].

o

+
NH,

Abbildung 3: Strukturformeln von Homoprolin (links) und Homopipecolinsdure (rechts) [19].

Ein weiteres Beispiel flir das Vorkommen von B-Phenylalanin im Reich der Pflanzen ist
Paclitaxel, das 1971, damals noch als Taxol bezeichnet, aus der Rinde und den Nadeln der
pazifischen Eibe (Taxus brevifolia) isoliert wurde [24]. Spater wurde es in weiteren Arten der
Gattung Taxus, T. baccata, T. cuspidata und T. media, nachgewiesen [25]. Nachdem
Paclitaxel und verwandte Molekiile in mehreren Eibenspezies nachgewiesen werden
konnten, wurden diese Stoffe auch in Pilzen nachgewiesen, die in Symbiose mit den Baumen
leben [26—28]. Angespornt durch die Nachweise von Paclitaxel in Pilzen wurden auch
Bakterien gesucht, die diese Art von Wirkstoff produzieren. Dabei stiefen Caruso et al. auf
das endophytisch lebende Bakterium Kitasatospora sp. [29]. Da es unwahrscheinlich ist, dass
so ein komplexes Molekul wie Paclitaxel (Abb. 4) mehrfach in der Evolution entstanden ist,
wird davon ausgegangen, dass die Gene, die fir die nétigen Proteine kodieren, Uber
horizontalen Gentransfer auf die verschiedenen Organismen gelangt sind [30]. Es ist
ungeklart, welcher Organismus der urspriingliche Entwickler dieses Genclusters ist, da einige
Eigenschaften der Proteine wie z. B. eine Lokalisierungssequenz fiir Chloroplasten fiir einen
pflanzlichen Ursprung sprechen, aber ein bakterieller Ursprung wahrscheinlicher ist, da hier
alle Gene in einem Cluster vorkommen und nicht wie bei Eukaryoten im Genom verteilt sind.
Daher ware bei einem bakteriellen Ursprung nur ein Transfer des gesamten Clusters nétig,

wahrend ein eukaryotischer Ursprung mehrere Gentransfers voraussetzen wiirde [31].
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Abbildung 4: Struktur von Paclitaxel. Das rote Oval markiert einen modifizierten 8-Phenylalaninrest als zentralen Baustein.

Als Bestandteil von komplexeren Strukturen kommt B-Phenylalanin z.B. in Andrimid und

Moiramiden vor. Das sind von Mikroorganismen produzierte Sekundarmetaboliten.

[3-Phe

B-Phe
L-Val @
0 :/\_ 0 o X o
M N /5\)k N~ /W\)L N /.s\)-LOH
H H
n H !
andrimid (47): R= *"""H,n=3 moiramide A (50)

moiramide B (48): R = =1iH, n=2
moiramide C (49): R= —=OH, n=3

Abbildung 5: Strukturformeln von Andrimind, sowie den Moiramiden A, B und C. 8-Phe: 8-Phenylalanin [9].

Andrimid (Abb. 5) wurde aus einem intrazelluliren Symbionten der braunrickigen
Reiszikade (Nilaparvata lugens) isoliert. Es zeigt eine starke antimikrobielle Wirkung gegen
den Erreger der Bakterienfdule in Reis, Xanthomonas campestris pv. oryzae [32,33]. Die
Moiramide, die aus Pseudomonas fluorescens isoliert wurden, zeigen eine starke
antibiotische Wirkung gegen Haemophilus influenzae und Staphylococcus aureus, sogar

gegen Metbhicillin resistente Stamme [34].
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Die Gruppe der Edeine ist eine weitere Klasse der antibiotisch wirksamen Peptide, die B-
Phenylalanin oder B-Tyrosin enthalten. Sie wurden bereits 1959 aus Bacillus brevis isoliert
[35,36]. Diese Peptide blockieren die Proteinsynthese in Organismen, sowohl bakteriellen als
auch eukaryotischen, indem sie mit der kleinen Untereinheit der Ribosomen interagieren

und so die Translationsinitiation inhibieren [37].

1.2. Pharmazeutische Anwendungen fiir nicht proteinogene Aminosauren

Nicht proteinogene, ungewohnliche Aminosdauren wie B- und y-Aminosduren gewinnen
immer mehr Bedeutung fiir die pharmazeutische Industrie [38,39]. Sie sind wie andere
primare Amine wichtige Bausteine fiir pharmazeutisch wirksame Molekile [40-42]. So
werden sie fur die Synthese von Peptidomimetika verwendet. Das sind Peptide, die aus B-
Aminosauren bestehen. Sie falten sich in ahnliche Sekundarstrukturen wie ihre a-
Aminosaureanaloga [43—-47]. Diese Peptide werden als Therapeutika in der Krebstherapie
verwendet [48]. Der Vorteil der Peptidomimetika gegentiber klassischen, aus a-Aminosauren
hergestellten Peptiden ist die hohere Resistenz gegeniiber dem Abbau durch Peptidasen
[49-52], wodurch ihre Halbwertszeit verlangert wird. Dadurch verbleiben sie langer im
Organismus und kénnen langer wirken um bessere Therapieerfolge zu erzielen. Es wurde
eine Methode entwickelt, mit der B-Aminosaduren haltige Peptide in vitro hergestellt werden
konnen. Dazu werden zunachst tRNAs in vitro mit den gewlinschten Aminosauren, das
kénnen B- oder y-Aminosauren oder auch D-Aminosduren sein, beladen. Fir die Synthese
sind modifizierte Ribosomen noétig, die eine veranderte 23S-rRNA beinhalten. Diese
Ribosomen kénnen mit E. coli produziert und aus den Zellen isoliert werden. Zusammen mit
den tRNAs und einer mRNA werden die modifizierten Ribosomen fiir eine zellfreie

Proteinsynthese verwendet [53].

Kurze Peptide werden nicht nur fir die Krebstherapie verwendet. Es gibt auch Anwendungen
als Antagonist flir Neurorezeptoren. Ein Beispiel hierfiir ist das MCH, das , melanin
concentrating hormone”. Im Rattenmodel wurde gezeigt, dass dieses Hormon eine Rolle in
der Regulation der Nahrungsaufnahme und so indirekt bei der Gewichtszunahme spielt [54].
Auch konnte es an der Entwicklung von Adipositas beteiligt sein. Diese Krankheit ist vor

allem in den westlichen Industrielandern eine der groBten Gesundheitsgefahren, die sich
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zunehmend ausbreitet [55-57]. Ein kinstliches Peptid, das B-Leucin (in der Quelle B-
Homovalin genannt) enthalt, fungiert hier als Antagonist fliir MCH. Adip6se Mdause, die eine
hochkalorische Didat bekamen und nach einigen Wochen mit diesem Peptid behandelt

wurden, zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe einen signifikanten Gewichtsverlust [58].

Die zuvor bereits erwahnten Cryptophycine (Abb. 1) wurden urspriinglich bei einem
Screening verschiedener Naturstoffe als Therapeutikum gegen Infektionen mit Cryptococcus
sp. entdeckt. In vitro erwiesen sie sich als wirksam, stellten sich aber als zu toxisch fiir eine
Behandlung der Pilzinfektionen heraus [59]. In weiteren Untersuchungen zeigte sich, dass
Cryptophycine eine starke anti-tumor Wirkung aufweisen [6,60,61]. Die Wirkung beruht auf
einer der starksten bekannten Hemmungen des mitotischen Spindelapparats durch Binden
an Tubulin. Diese Wirkung tritt bereits bei pikomolaren Konzentrationen auf, was
Cryptophycine zu den starksten bekannten Inhibitoren der Mikrotubili-Dynamik macht [62].
Viele Krebsarten haben Exporter, die Wirkstoffe wieder aus den Zellen heraus
transportieren. Diese erkennen aber nicht alle Cryptophycine, was ihre Wirksamkeit erh6hen
diurfte [63]. Aufgrund der komplizierten Synthese und der starken Nebenwirkungen sind
trotz fortgehender Untersuchungen noch keine kommerziellen Wirkstoffe erhaltlich (Stand
2014) [64,65]. Bei den Cryptophycinen (Abb. 1) 97, 98 und 103 ist B-Alanin ein Baustein.

Deswegen fallt an dieser Stelle ein Chiralitatszentrum weg.

Paclitaxel (Abb. 4) ist ebenfalls ein natirlich vorkommendes Molekiil, das Potential in der
Krebstherapie aufweist. Im Gegensatz zu den Cryptophycinen gibt es bereits kommerzielle
Paclitaxel-Praparate. Ein Beispiel hierflir ist der Wirkstoff im Arzneimittel Abraxane®, ein
Praprarat zur Herstellung einer Infusionslosung. Das Arzneimittel wird zur Bekdmpfung von
metastasierten Mammakarzinomen eingesetzt [66]. Paclitaxel kommt in der Natur in sehr
geringen Mengen vor. So wird die Rinde von 12 Bdumen bendtigt um 1 g des Wirkstoffs zu
isolieren [67]. Deshalb und wegen des hohen Zeitaufwands, der fiir die Isolation nétig ist,
wird Paclitaxel mittlerweile teilsynthetisch aus dem wesentlich haufiger vorkommenden
Baccatin Il synthetisiert. Seit einigen Jahren ist eine biotechnologische Synthese von
Baccatin Ill verfligbar, so dass eine Extraktion aus den Baumen nicht mehr notwendig ist.
Zuerst wurde ein Verfahren in dem Pilz Flammulina velutipes entwickelt [68], spater folgte
eine Moglichkeit zur Synthese in E. coli [69]. Auch die Extraktion von Paclitaxel aus

Zellkulturen von Taxus brevifolia ist eine géangige Methode [70].
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Andrimid und die strukturell verwandten Moiramide (Abb. 5) sind nicht ribosomale Hybride
aus einem Peptid und einem Polyketid. Von Andrimid ist bekannt, dass es indirekt die
Fettsdauresynthese von Bakterien hemmt, indem es die bakterielle Acetyl-CoA Carboxylase
blockiert [71]. Dadurch wird das Wachstum der Bakterien gehemmt. Flir Moiramid B wurde
eine dhnliche Wirkung nachgewiesen, d.h. es hemmt ebenfalls die Acetyl-CoA Carboxylase.
Dabei scheint der Schwanz, der einer ungesattigten Fettsdaure dhnelt, fiir den Eintritt in das

aktive Zentrum vonnoéten zu sein [72].

1.3. Synthesewege fur B- und y-Aminosauren

Die Synthese von Aminosauren kann chemisch durch reduktive Aminierung von Ketosauren
durchgefiihrt werden. Die Doppelbindung zum Sauerstoff der Carbonylgruppe bedeutet,
dass sie ein sp? hybridisiertes Kohlenstoffatom beinhaltet, weswegen hier noch keine
Chiralitat vorliegt. Das Molekiil wird prochiral genannt, da es nach der Reaktion ein
Chiralitatszentrum aufweist. Aufgrund der Gruppe ist das Molekil an dieser Stelle planar.
Das hat zur Folge, dass bei der Aminierung ein nucleophiler Angriff von oben oder von unten
maéglich ist. Nach Ablauf der Reaktion ist das vormals sp? hybridisierte Kohlenstoffatom in
einen sp3 Hybridzustand Ubergegangen. Das Kohlenstoffatom tragt nun vier unterschiedliche

Substituenten, wodurch es asymmetrisch, also chiral wird.

oben H,N-R H,0 R

\M M

unten K o
H W
0]
R
B-Ketosdure B-Aminosdure

Abbildung 6: Aminierung durch nucleophile Substitution am Beispiel einer 8-Ketosdure. 6+ und 6- zeigen die relevanten
Partialladungen, oben bzw. unten markieren die Richtungen, aus der ein Nucleophil (z.B. Ammoniak oder ein Amin) die
planare Ketosdure angreifen kann. Bei dem Angriff wird eine Aminogruppe auf die Ketosdure tibertragen und Wasser
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abgespalten. An der Stelle, an der vorher die Ketogruppe war ist das Molekiil nun nicht mehr planar, der Kohlenstoff bildet
jetzt einen Tetraeder. Je nachdem ob der Angriff von oben oder unten erfolgt ist, tritt die Aminogruppe aus der Ebene heraus
oder in sie hinein, markiert durch den massiven und den gestrichelten Keil.

Da beide Angriffe mit der gleichen Wahrscheinlichkeit erfolgen, liegt am Ende der
Aminierung eine Mischung der (R) und der (S) Form in einem Verhaltnis von 1:1 vor. Diese
Gemische werden Racemate genannt. Meist ist allerdings ein reines Produkt einer Form
gewiinscht. Beide Enantiomere sehen zwar adhnlich aus. Sie sind jedoch Spiegelbilder.
Dadurch kénnen sie deutliche Unterschiede in der Wirkung haben. Im glinstigsten Fall hat
eines der Enantiomere einfach nur eine geringere oder keine Wirkung. Es kann aber auch
vorkommen, dass ein Enantiomer die gewlinschte Wirkung erzielt, wahrend das andere
schwere Schaden im Patienten verursacht. Ein bekannter Fall, in dem ein Medikament, das
als Racemat vorlag, schwere Schaden verursacht hat, ist Thalidomid. Es wurde 1954
entwickelt und als Schlaf- und Beruhigungsmittel unter dem Markennamen Contergan
vermarktet. Im Tierversuch wurden nur nicht trachtige Tiere verwendet, bei denen es keine
Schaden verursachte. Daher nahm man an, dass es harmlos sei. Urspriinglich sollte es als
Therapie fur Epilepsie verwendet werden, zeigte da aber keine Wirkung. Die Testpersonen
berichteten aber von einer schlafanstoBenden Wirkung, daher wurde es als Schlafmittel
vermarktet. Eine weitere Wirkung von Thalidomid war das Lindern der
Schwangerschaftsiibelkeit, weswegen es gerade flir Schwangere empfohlen wurde [73,74].
Erst spater stellte sich die stark teratogene Wirkung des (S)-Enantiomers heraus, die auf eine
Interaktion mit Cereblon zurickgefiihrt wird [75]. Diese Interaktion wird als Hauptursache
fiir die Missbildungen angesehen, da das Zielprotein, ein Teil der Ubiquitin Ligase E3, an der
GliedmafRenentwicklung in der Embryonalphase beteiligt ist [76—79]. Das (R)-Enantiomer
dagegen hat die gewiinschte Wirkung [80]. Das zeigt, wie bedeutsam die
Enantiomerenreinheit von medizinisch verwendeten Substanzen ist, damit sich ein solcher

Fall nicht wiederholt.

Die Produktion enantiomerenreiner Aminosauren ist chemisch sehr aufwendig und erfordert
kostenintensive stereoselektive Katalysatoren [81-83]. Stehen solche Katalysatoren nicht zur
Verfliigung, missen die Racemate aufwandig getrennt werden. Dazu miissen die beiden
Isomere zunachst stereoselektiv derivatisiert werden, damit sie unterschiedliche

Retentionszeiten bekommen. Dann kann eine chromatografische Auftrennung erfolgen. Im

I\I9N
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Anschluss daran miissen die Derivatisierungsreagenzien wieder restlos entfernt werden, was
weitere Reinigungsschritte erfordert. Aufgrund dieser Schwierigkeiten wurde in den letzten
Jahrzehnten nach alternativen Produktionswegen gesucht. Besonders die enzymatische

Produktion mit w-Transaminasen riickte dabei in den Fokus des Interesses [84].

Eine Moglichkeit enantiomerenreine (- oder y-Aminosduren zu produzieren, ist die
kinetische Auflésung eines zuvor chemisch produzierten racemischen Gemisches einer
Aminosaure. Daflir werden w-Transaminasen verwendet [85-90]. Diese Enzyme
desaminieren selektiv eines der Stereoisomere, im Idealfall bis unter die Nachweisgrenze,
das andere wird nicht abgebaut. Die Aminogruppe des abgebauten Enantiomers wird dabei
auf einen Aminoakzeptor lbertragen. Dadurch wird die Trennung mittels stereoselektiver
Derivatisierung unnétig. Auch das Entfernen des chiralen Derivatisierungsreagenz entfallt.
Ein Nachteil dieser Methode ist, dass ein Enantiomer dabei verloren geht. Dadurch wird die
Ausbeute der chemischen Synthese um 50% gemindert. Das Reaktionsschema ist
beispielhaft flir B-Aminosduren in Abb. 7 dargestellt, die Reaktion lauft mit y-Aminosauren

gleich ab.

H.N
2 OH
M w-Transaminase NH, OH 0] OH
/= + M
R M
1 © Ri 0] R1 @]

racemische B-Aminosdure Aminoakzeptor aminiertes Co-Produkt enantiomerenreine B-Aminosdure korrespondierende B-Ketosdure
(z.B. Pyruvat) {z.B. Alanin)

Abbildung 7: Reaktion der kinetischen Auflésung von 8-Aminosduren mit Hilfe von w-Transaminasen.

Eine weitere Methode der enantiomerenreinen Produktion ist den letzten Schritt der
Synthese nicht chemisch, sondern enzymatisch durchzufiihren. Dieser Vorgang wird
asymmetrische Synthese genannt. Auch hier kdnnen w-Transaminasen verwendet werden.
Im Falle der Aminosdureproduktion wird dabei von einer prochiralen Ketosaure
ausgegangen. Prochiral bedeutet, dass das Vorlaufermolekdl eine funktionelle Gruppe an der
Stelle tragt, an der sich spater ein Chiralitdtszentrum befindet. In diesem Fall handelt es sich
um eine Ketogruppe, die durch reduktive Aminierung zu einer Aminogruppe wird. Auf die

Ketogruppe dieser Saure wird die Aminogruppe eines Aminodonors (ibertragen. Aufgrund
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der Stereoselektivitdt der Enzyme wird nur ein Enantiomer gebildet. Auch diese Methode
hat gewisse Nachteile, es sind zwar theoretisch Ausbeuten von 100 % maoglich, praktisch liegt
das Gleichgewicht aber auf der Seite der Edukte, selbst bei einem zehnfachen Uberschuss an

Aminodonor [91].

Es gibt verschiedene Ansatze das Gleichgewicht zu verschieben, ein Beispiel hierfiir ist die
Verwendung von 2-Aminopropan als Aminodonor. Durch das Entfernen der Aminogruppe
wird daraus Dimethylketon, welches leicht in die Gasphase libergeht, wenn die Reaktion im
Unterdruck durchgefiihrt wird [92]. Eine weitere Methode ist der Mehrphasenansatz, dabei
wird dem Reaktionsgemisch eine hydrophobe Phase zugegeben, darliber befindet sich eine
weitere Phase mit anderem pH-Wert. Das produzierte Amin, welches auch als Inhibitor fiir
die Reaktion fungiert, wandert in die obere Phase, da es bei dem pH-Wert besser |6slich ist.
So ist es fiir eine Rickreaktion nicht mehr verfiigbar und kann auch nicht mehr als Inhibitor

wirken [93].

Eine dritte Methode ist die Verwendung eines Aminodonors, der nach der Desaminierung
polymerisiert und ausfallt [94]. Die erste und die dritte Methode haben gemeinsam, dass der
Aminodonor, der durch die Transaminierung zu einem potenten Aminoakzeptor wird, dem
System nach der Reaktion entzogen wird und so einer moglichen Riickreaktion nicht mehr
zur Verfligung steht. Ein weiteres Problem der asymmetrischen Synthese betrifft die
Produktion von B-Aminosduren. Der prochirale Ausgangsstoff ist in diesem Fall eine -
Ketosaure, diese sind in wassriger Losung allerdings instabil und tendieren dazu die
Carboxylgruppe abzuspalten. Daher muss in diesem Fall ein entsprechender Ester eingesetzt
werden. Zusatzlich wird eine Lipase bendtigt, die den Ester spaltet und so kurzfristig fur die
Synthese verfligbar macht. Es wurde auch von einer w-Transaminase berichtet, die in der
Lage ist, den Ester einer B-Ketosdure zu aminieren, so dass der Ester nach der Reaktion
hydrolysiert werden kann [95]. Das Reaktionsschema fiir die asymmetrische Synthese von -

Aminosauren nach der Esterhydrolyse ist in Abb. 8 dargestellt.
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O OH w-Transaminase ﬂHz OH
R? O Ri O
B-Ketosgure Aminodonor korrespondierender enantiomerenreine B-Aminos&ure
(z.B. Alanin) Aminoakzeptor

(z.B. Pyruvat)

Abbildung 8: Reaktionsschema der asymmetrischen Synthese am Beispiel von 8-Aminosduren. Die 8-Ketosdure muss direkt
vor der Reaktion bereitgestellt werden, damit vor sie der Aminierung nicht decarboxylieren kann. Da das Gleichgewicht auf
der Seite der Edukte liegt, ist der Pfeil der Hinreaktion kiirzer als der Pfeil der Riickreaktion dargestellt.

Neben den w-Transaminasen gibt es noch die Moglichkeit a-Aminosauren in B-Aminosauren
umzuwandeln. Dazu werden Aminomutasen verwendet. Diese Enzyme sind in der Lage die
Aminogruppe ihrer Substrate reversibel von der a-Position in die B-Position zu verschieben.
Neben Aminosaduren kénnen auch andere Amine mit w-Transaminasen hergestellt werden.
Einer der ersten erfolgreichen Versuche, eine w-Transaminase fiir die Synthese eines
komplexen Amins zu modifizieren, wurde bereits im Jahr 2010 von dem Pharmakonzern
Merck & Co, Inc. durchgefiihrt. Dabei wurde ein Enzym von Arthrobacter sp. so modifiziert,
dass es den letzten Schritt der Synthese von Sitagliptin durchfiihren kann [96]. Sitagliptin ist

ein Medikament gegen Diabetis Mellitus Typ 2.

1.4. w-Transaminasen

Wie andere Transaminasen gehoren auch w-Transaminasen in die Enzymklasse 2.6.1.X. Im
Gegensatz zu a-Transaminasen sind sie nicht strikt an a-Ketosauren bzw. a-Aminosauren als
Substrat angewiesen. Sie verwenden B- oder y-Ketosduren als Aminoakzeptor, aber meist
auch Pyruvat oder Glutamat. Einige Enzyme akzeptieren sogar B- und y-Ketosdauren bzw.
Aminosauren als Substrate. Ein weiterer Unterschied ist, dass Transaminasen haufig auch
Amine als Substrat akzeptieren, die von a-Transaminasen nicht verwertet werden kénnen
[40]. Den a-Transaminasen gemein haben die w-Transaminasen die Abhangigkeit von
Pyridoxalphosphat (PLP). Das PLP ist kovalent an einen Lysinrest des Enzyms gebunden.
Dieses Lysin ist flr die Katalyse verantwortlich. Die meisten w-Transaminasen liegen als

Homodimer vor. Die Enzyme haben zwei aktive Zentren, die sich an den Kontaktflachen der
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Monomere befinden. Neben dem einem Lysinrest, der die Katalyse durchfiihrt, gehoren
noch zwei Hohlrdume, Taschen genannt, zu einem aktiven Zentrum. Eine Tasche befindet
sich auf der Seite des Phosphatrestes vom PLP, daher wird sie P-Tasche genannt. In dieser
Region befindet sich ein Argininrest, der eine Salzbriicke zu der Carboxylgruppe einer als
Substrat gebundenen B- oder y-Aminosaure ausbildet. Auf der Seite mit der Carbonylgruppe
des PLPs befindet sich die O-Tasche. Sie wird aufgrund des Sauerstoffs der Carbonylgruppe
so genannt. Hier wird die Seitenkette von Aminosduren gebunden. Im ruhenden Enzym ist
das PLP kovalent Uiber eine Schiff'sche Base an den katalytischen Lysinrest gebunden. Dieser
Zustand wird inneres Aldimin genannt. Wahrend der Katalyse tritt ein Aminodonor ein und
das innere Aldimin wird zu einem &dufleren Aldimin. Die Schiff’'sche Base bildet sich nun
zwischen dem PLP und dem eingetretenen Amin bzw. der Aminosaure. Das katalytische Lysin
entzieht dem Aldimin ein Wasserstoffatom, wodurch das Aldimin Uber eine chinoide
Struktur in ein Ketimin tGbergeht. Das Proton wird an den Ring des Pyridoxals zurlickgegeben
und die Aminogruppe des Substrates wird hydrolytisch auf das PLP Ubertragen, so dass sich
ein Pyridoxamin bildet. Beim Ubertragen der Aminogruppe auf den Aminoakzeptor luft der
Mechanismus genau anders herum [97]. Die Stereospezifitdat kommt dadurch zustande, dass
sowohl das katalytische Lysin, als auch das PLP nicht frei beweglich sind, sondern fest im
Enzym gebunden sind. AuRerdem wird auch das Substrat (iber verschiedene
Wechselwirkungen mit anderen Aminosauren wie z.B. dem Arginin in der O-Tasche und
weiteren Resten in der P-Tasche fixiert. Daher kann die Aminogruppe nur aus einer Richtung

Ubertragen werden.

1.5. Die Donororganismen

Es wurden w-Transaminasen aus drei mesophilen und einem thermophilen Bakterium, sowie
aus einer dimorphen, ascomycetalen Hefe gewonnen. Diese Organismen werden im

Folgenden vorgestellt.
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1.5.1. Variovorax boronicumulans

V. boronicumulans ist ein mesophiles, aerobes Bakterium, das urspriinglich aus
Bodenproben in Tokyo, Japan isoliert wurde. Es ist stabchenformig, gramnegativ und bildet
dementsprechend keine Sporen. Die Zellen sind peritrich begeiflelt. V. boronicumulans
gehort zu den Betaproteobacteria [98]. Es wachst bei Temperaturen von 4 — 37 °C, die
Optimaltemperatur betragt 30 °C [99]. Bei Temperaturen > 45 °C ist kein Wachstum mehr zu
beobachten. Der pH Bereich, in dem V. boronicumulans wachsen kann, erstreckt sich von pH
5-7 mit einem Optimum bei pH 7. Bei hdheren oder niedrigeren pH-Werten wachst dieses
Bakterium nicht mehr. Das Genom ist etwa 6,7 MB groR. Der Typenstamm hat einen GC
Gehalt von 71,2 % [100]. Da V. boronicumulans H; nicht als Energiequelle verwerten kann,
gehort es zum Biotyp Il innerhalb der Gattung [101], was bedeutet, dass es rein
chemoheterotroph ist. Wie fiir die Gattung Variovorax tblich [102], und wie der Name schon
sagt, kann auch V. boronicumulans eine Vielzahl an C-Quelle verwerten. Darunter finden sich

u. a. Arabinose, Mannitol, Citrat, Malat und Caprinsaure (Decansaure) [100].

1.5.2. Sphaerobacter thermophilus

Sphaerobacter thermophilus ist ein thermophiles Bakterium, das aus Klarschlamm eines
Minchener Klarwerks isoliert wurde [103]. Die Art wurde urspriinglich in die Gruppe der
Actinomycetes gestellt [104]. Neuere Untersuchungen zeigen, dass es der Klasse
Thermomicrobia zuzuordnen ist [105]. Bis heute ist es die einzige bekannte Art der Gattung
Sphaerobacter. Ihr Genom hat eine GréRe von etwa 4 MB und einem GC Gehalt von 68,1 %
[106]. S. thermophilus ist grampositiv, produziert aber keine Sporen. Die optimale
Wachstumstemperatur ist 55 °C, der Organismus wachst aber auch bei hoheren
Temperaturen. Isoliert wurde er bei 60 °C. Der optimale pH-Wert liegt bei 8,5. Die Zellen sind

stabchenférmig und nicht motil. S. thermophilus ist obligatorisch aerob [104].
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1.5.3. Lysinibacillus sphaericus

Lysinibacillus sphaericus [107] wurde bis 2007 als Bacillus sphaericus [108] bezeichnet. Diese
Art ist grampositiv und stabchenformig. Sie ist in der Lage Sporen zu bilden. Es ist eine
terrestrische Art, die natiirlicherweise in Boden vorkommt. Besonderheiten dieser Spezies
sind die hohe Resistenz gegen Schwermetalle und die Pathogenitat fir viele Insekten
[109,110]. Letzteres ergab eine kommerzielle Nutzung als Schutz gegen Miicken, da die
vegetativen Zellen schadlich fir die Gelbfiebermiicke Aedes aegypti und die Stechmiicke
Culex quinquefasciatus sind. Die Stechmicke wird auch durch die Sporen von L. sphaericus

gehemmt [111,112]. Die optimale Wachstumstemperatur betragt 30 °C [113].

1.5.4. Priestia megaterium

Priestia megaterium wurde 1884 als Bacillus megaterium beschrieben, wurde 2020 aber
aufgrund phylogenetischer Analysen in die Gattung Priestia gestellt [114]. Die Art ist
grampositiv, stabchenférmig und bildet Sporen. Im Vergleich zu anderen Bakterien ist es
sehr grof8. Die Zellen werden bis zu 2 um breit und 5 um lang [115]. Die optimale

Wachstumstemperatur betragt 30 °C [116].

1.5.5. Blastobotrys raffinosifermentans

Blastobotrys raffinosifermentans ist eine ascomycetale, dimorphe Hefe. Sie wurde 1983
erstmals in den Niederlanden aus Bodenproben eines Hiihnergeheges isoliert [117] und
urspringlich als Isolat TOA-3 bezeichnet. Aufgrund weiterer Untersuchungen zur
Charakterisierung des Isolates, unter anderem zur Fahigkeit des Isolats Adenin als alleinige C-
N- und Energiequelle zu verwenden, wurde das Isolat 1984 als Trichosporon adeninovorans
CBS 8244T Kklassifiziert [118]. Dieser Stamm zeichnet sich durch sein Potential aus,
verschiedene Amine und Purine wie Adenin als C- und N-Quelle zu assimilieren. Im gleichen
Jahr wurden weitere T. adeninovorans Stamme isoliert. Drei aus Maissilage in den

Niederlanden [119], weitere vier aus humusreichen Boden in Stidafrika [120] und der Stamm
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LS3, welcher physiologische Ahnlichkeiten zu CBS 8244T aufweist, aus Holzhydrolysaten in
Sibirien. LS3 wurde zunachst als Trichosporon spec. LS3 bezeichnet. Genomvergleiche
zeigten, dass der Stamm LS3 aufgrund von starken Homologien zum Typenstamm CBS 8244T
ebenfalls zur Art T. adeninovorans zuzuordnen ist [121]. Im Jahr 1990 wurde schlieRlich
Arxula als Gattungsname fir xerotolerante, ascomycetale anamorphe Hefen, die ein
Arthroconidium bilden und zur Nitratassimilation fahig sind, vorgeschlagen [120], so dass aus
Trichosporon adeninovorans LS3 Arxula adeninivorans LS3 wurde, d.h. der Gattungs- und
Artname wurden geandert. Im Jahr 2006 fiihrten erneute phylogenetische Analysen der drei
Kladen Trichomonascus, Wickerhamiella und Zygoascus mit den zugehdrigen anamorphen
Gattungen Arxula, Blastobotrys, Sympodiomyces und Trigonopsis zu einer weiteren
Neuklassifizierung des Stammes LS3. Untersucht wurden dabei die DNA Sequenzen der rDNA
der kleinen und groRRen ribosomalen Untereinheit und der Cytochrom Oxidase Il. Diese
Sequenzvergleiche flihrten dazu, dass die Gattungen Arxula, Blastobotrys und
Sympodiomyces in die Klade Trichomonascus gestellt wurden. Der Gattung Blastobotrys
wurde dabei Prioritdat zugeordnet [122]. Das fihrte dazu, dass der Stamm LS3 2019 als
Blastobotrys adeninivorans klassifiziert wurde. In tiefergehenden Genotypisierungen von B.
adeninivorans und B. raffinosifermentans mittels der Vergleiche von Spacer DNA zwischen
den rDNA Genen und anschlieBendem Alul Verdau (IGSAF-Technik), einer Methode, die
schon zuvor zur Klassifizierung nahe verwandter Hefespezies verwendet wurde [123,124],
stellte sich heraus, dass der Stamm LS3 nicht zur Art B. adeninivorans sondern zur Art B.

raffinosifermentans gehort [125,126]. Diese Einteilung ist bis zum heutigen Datum giiltig.

Neben anderen Spezies wie Kluyveromyces lactis, Pichia pastoris, Yarrowia lypolytica oder
Hansenula polymorpha wird auch B. raffinosifermentans LS3 zu sogenannten nicht-
konventionellen Hefen gezahlt. Diese Organismen finden vielfaltige Anwendungen in der
Biotechnologie [127-130]. B. raffinosifermentans LS3 weist besonders viele fir die
Biotechnologie interessante Eigenschaften auf. Eine dieser Eigenschaften ist die hohe
Thermotoleranz und der groRe Temperaturbereich, in dem der Stamm wachsen kann. Der
Bereich, in dem Wachstum maoglich ist, erstreckt sich von 30-48 °C. Interessanterweise tritt
bei héheren Temperaturen ein Wandel der Zellmorphologie ein. Wachsen die Zellen bei 30
°C zeigen sie eine typische Hefemorphologie; runde Zellen, die sich durch Knospung
vermehren. Mit steigender Temperatur werden die Zellen ldnger, bis sie bei 42 °C in ein

Hyphen bildendes Stadium (ibergehen. Dieser Ubergang ist reversibel, d.h. sinkt die
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Temperatur wieder, kehren die Zellen zuriick zum einzelligen Stadium. Bis 48 °C ist es den
Zellen moglich zu wachsen, Temperaturen bis zu 55 °C Uberleben sie fiir einige Stunden
[131]. Falls nétig kann die Hyphenform auch durch Anwesenheit von Cd?* lonen und
Tocopherol bei niedrigeren Temperaturen induziert werden, das einzellige Stadium wird
durch NaCl und Tunicamycin stabilisiert. Mit dem Wechsel der Zellmorphologie geht auch
eine Anderung im Proteinexpressionsmuster einher, wodurch eine temperaturinduzierte
Expression von Zielproteinen denkbar ist. AulRerdem verdandern sich zum Teil auch die
posttranslationalen Modifikationen der Proteine [132,133]. Es ist mittlerweile auch ein B.
raffinosifermentans Stamm verfligbar, der aufgrund einer natlirlichen Mutation auch bei
niedrigen Temperaturen in der Hyphenform wachst. Dieser Stamm wird als B.

raffinosifermentans 135 bezeichnet.

Zusatzlich zu der hohen Thermotoleranz weist B. raffinosifermentans auch eine hohe
Halotoleranz auf, was fir einige biotechnologische Prozesse von Vorteil ist. Konzentrationen
bis zu 10 % NaCl im Medium beeinflussen B. raffinosifermentans nicht. NaCl Konzentrationen
von 10-20 % werden zwar toleriert, flihren aber zu langsamerem Wachstum und einer
niedrigeren Zellzahl in der stationdaren Phase. Erreicht wird diese Toleranz durch eine
Akkumulation von Glycerin in den Zellen wahrend der exponentiellen Phase. Die hohen
Salzkonzentrationen fiihren allerdings zu einem verandertem Sekretionsverhalten. So
werden zum Beispiel Glucoamylase und Invertase nur in Medien mit weniger als 10 % NaCl

sekretiert [134].

Intensive genetische Untersuchungen in den vergangenen 30 Jahren haben ergeben, dass B.
raffinosifermentans einen flir ascomycetale Hefen lblichen DNA-Gehalt von etwa 25 fg pro
Zelle aufweist. Das Genom hat eine GrolRe von etwa 11,8 MB und ist auf 4 Chromosomen

verteilt. B. raffinosifermentans ist haploid. Das Genom wurde 2014 sequenziert [135].

Das Genom codiert flir drei potentielle w-Transaminasen. Eine Charakterisierung dieser
Enzyme konnte das ohnehin schon grofSe biotechnologische Potential dieser Hefe erweitern.
Aufgrund ihres breiten physiologischen Spektrums ist sie bereits jetzt sehr interessant fir die
Biotechnologie [136,137]. So wurden zum Beispiel die Purin- und n-Butanol-
Stoffwechselwege aufgeklart, wodurch sich Moglichkeiten fir die Produktion von an Purin
bzw. Harnsdaure armen Nahrungsmitteln ergeben [138-141], was besonders flir Personen

mit Neigung zu Gicht interessant ist. Einige Untersuchungen des n-Butanol Stoffwechsels



Einleitung

haben zu Anwendungen von B. rdffinosifermentans Stammen fir die Butanol-Produktion
gefiihrt [142—-144]. Neben der n-Butanolsynthese wurden auch Stamme konstruiert, die 3-
Hydroxybutyrat produzieren, was flir die Herstellung von biologischen Kunststoffen
verwendet wird [145,146]. Auch andere, sekunddre Alkohole kbnnen mit B.
raffinosifermentans als Ganzzellkatalysator oder mit Enzymen dieser Hefe enantiomerenrein
produziert werden [147-150]. Weitere Anwendungen findet B. raffinosifermentans als
biologische Komponente von Biosensoren, die Xenobiotika, Pharmazeutika, Hormone und

hormonahnliche Substanzen nachweisen [151-157].

Neben all diesen unterschiedlichen Anwendungen scheint B. raffinosifermentans auch in der
Lage zu sein w-Transaminasen zu produzieren, da drei der Proteine von B.
raffinosifermentans der PF00202.21, also der Familie AMINOTRAN_3 [158], zugeordnet
werden konnten. Dadurch kénnte sie auch in der Produktion enantiomerenreiner B- oder y-

Aminosauren eingesetzt werden.

1.6. Zielstellung der Arbeit

Mikroorganismen wie Bakterien und Hefen haben in den letzten Jahrzehnten ein enormes
Potential in der Synthese verschiedener organischer Substanzen gezeigt. Die stetig
wachsende Anzahl an bekannten und kultivierbaren Mikroorganismen vergroflert das
Repertoire an verfligbaren Enzymen, die fiir verschiedene Synthesen verwendet werden
konnen. Viele dieser Proteine sind bislang nur theoretisch annotiert. Somit ist die Festlegung
des Leserahmens und die Funktion nicht experimentell bestatigt. Ein Ziel dieser Arbeit ist zu

versuchen, die Richtigkeit fiir einige dieser rechnergestiitzten Vorhersagen zu bestatigen.

Auch die Hefe B. rdffinosifermentans, insbesondere der Stamm LS3, hat ein groRes
biotechnologisches Potential und wird schon fiir eine breite Palette an Anwendungen
verwendet [151-157]. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es zu prifen, ob B.
raffinosifermentans LS3 auch w-Transaminasen produziert und so fiir den Einsatz in der
Produktion von ungewdhnlichen Aminosauren oder auch von Aminen in Frage kommt. Dazu
werden die als AMINOTRAN_3 eingruppierten Proteine auf ihre w-Transaminaseaktivitat

getestet und, falls sie aktiv sind, biochemisch charakterisiert. Im Proteom von B.
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raffinosifermentans LS3 konnten drei Proteine der Pfam PF00202.21 zugeordnet werden, das
ist die Nummer der AMINOTRAN_3 Familie. Daher ist es wahrscheinlich, dass B.
raffinosifermentans LS3 in der Lage ist w-Transaminasen zu produzieren. Diese Proteine

werden auf w-Transaminaseaktivitat gepruft.

Um diese Ziele zu erreichen werden Uberexpressionsmutanten erstellt die rekombinante
Versionen dieser Proteine produzieren. Die rekombinanten Varianten der Enzyme tragen
einen C-terminalen His-tag, mit dem sie mittels Ni?*-Affinitdtschromatografie aus dem
Zellextrakt extrahiert werden koénnen. Fir die prokaryotischen Enzyme wurde E. coli
BL21DE3 als Expressionssystem gewadhlt. Die potentiellen w-Transaminasen von B.
raffinosifermentans wurden in einer Deletionsmutante, die auxotroph fiir Tryptophan ist
produziert. Es handelt bei dieser Mutante um B. raffinosifermentans G1212 [aleu2

atrp1:ALEU2] [1].

Als dritte Zielstellung wird eine bekannte w-Transaminase modifiziert, um zum einen die
Aktivitdit des Enzyms zu erhdhen, und um zum anderen durch die Modifikationen eine
Einsicht in die Rolle einzelner Aminosaurereste des Proteins zu erhalten. Insgesamt werden
17 Varianten des Enzyms hergestellt, die wie die anderen Proteine, die im Laufe dieser
Arbeit produziert werden, einen C-terminalen His-tag tragen. Bei 15 Modifikationen handelt
es sich um Anpassungen an ein potentielles Motiv flir aromatische w-Transaminasen. Die
beiden anderen Modifikationen sind Verdanderungen des aktiven Zentrums. Da es sich bei
dem urspriinglichen Enzym um ein Protein eines Bakteriums handelt, wurden das

Wildtypenzym und dessen Varianten ebenfalls mit E. coli BL21DE3 produziert.

Die gereinigten Enzyme wurden hinsichtlich ihrer Aktivitdt mit verschiedenen B- und y-
Aminosauren getestet. Enzyme, die Aktivitat zeigten, wurden dann weiter hinsichtlich pH

und Temperaturoptimum und Temperaturstabilitat getestet.

Fiir eine biotechnologische Anwendung ist es notwendig, grolle Mengen der Enzyme zu
produzieren. Dazu werden verschiedene Fermentationsstrategien getestet, um

herauszufinden wie die Proteinausbeute erhoht werden kann.
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2. Material und Methoden

2.1. Bakterienstimme

Fir die Plasmidamplifikation wurde E. coli XL1 blue (Genotyp recAl endAl gyrA96 thi-1
hsdR17 supE44 relAl lac [F* proAB laclgZAM15 Tn10 (Tetr)]) von Stratagene verwendet. Die
Proteinexpression erfolgte in E. coli BL21DE3 (Genotyp F-ompT hsdSB (rB—, mB-) gal dcm

(DE3)), ebenfalls von Stratagene.

V. boronicumulans wurde bei der DSMZ (Bestellnummer 21722) erworben, ebenso
Paraburkholderia phytofirmans (Bestellnummer 17436) und P. graminis (Bestellnummer

17151).

2.2. Hefestamme

Fir die Vortests und als Donororganismus fiir die DNA-Isolation wurde der Wildtyp B.
raffinosifermentans LS3 verwendet. Als Produktionsstamm fiir die rekombinanten
Hefeproteine wurde die fur Tryptophan auxotrophe Mutante B. raffinosifermentans LS3

G1212 [aleu2 atrp1:ALEUZ2] [1] verwendet.

2.3. Medien fiir die Kultivierung

Samtliche E. coli Stamme wurden bei 37 °C in LB-Medium (20 g L%, Carl Roth,
Katalognummer: X964.4) kultiviert. Bei Kultivierungen von Stammen, die den pET21b (+)
Vektor enthielten, wurden 50 pg L't Ampicillin zum LB-Medium gegeben. E. coli Stamme, die

den XPLOR®3 Vektoren enthielten, wurden mit 50 pg L'! Kanamycin im Medium kultiviert.

Die Bacillus-Stamme der Stammsammlung wurden ebenfalls in LB-Medium, allerdings ohne

Antibiotikum, kultiviert.

Fiir die Produktion groRerer Enzymmengen wurden die E. coli BL21DE3 Stdmme in einem

Fermenter in 3 L LB-Medium angezogen. Nach Erreichen der stationdren Wachstumsphase
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wurde LB haltige Glukoselosung (Tab. 1) zugefiittert, um das Wachstum wieder anzuregen

und die Zellzahl zu erh6hen.

Tabelle 1: Zusammensetzung der LB haltigen Glukosel6sung.

Medienbestandteil Menge
Glukose 400¢g
LB-Medium 20g

A. dest. ad 1000 ml

Nach dem Zusammengeben der Bestandteile wurden die Glukose und das LB-Medium {iber

Nacht bei 30 °C unter Rihren gel6st und anschlieRend sterilfiltriert.

Die Kultivierung von V. boronicumulans, Paraburkholderia phytofirmans sowie P. graminis

erfolgte aufgrund der Empfehlung der DSMZ in sogenanntem 535 Medium (Tab. 2).

Tabelle 2: Zusammensetzung von Medium 535. Der pH-Wert wurde auf 7,3 eingestellt.

Medienbestandteil Menge
tryptische Sojabriihe (Oxoid CM129) 300g
A. dest. 1000 ml

M. loti wurde in Medium 98, wieder eine Empfehlung der DSMZ, angezogen.

Tabelle 3: Zusammensetzung Medium 98. Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt.

Medienbestandteil Menge
Hefeextrakt 10¢g
Mannitol 100g
Bodenextrakt (siehe Tab. 4) 200,0 ml
A. dest. 800,0 ml
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Tabelle 4: Zusammensetzung des Bodenextrakts filir Medium 98.

Medienbestandteil Menge
luftgetrocknete Gartenerde 80,0g
Na,COs 0,2g

A. dest. 200,0 ml

Der Extrakt wurde eine Stunde bei 121 °C autoklaviert und anschlieRend filtriert, um die
unloslichen Bestandteile der Erde zu entfernen. Im Anschluss daran wurde der pH-Wert auf

7,2 eingestellt.

B. raffinosifermentans LS3 wurde im Hefeminimalmedium (HMM, Tab. 5) kultiviert.

Tabelle 5: Zusammensetzung HMM.

Medienbestandteil Menge
NaNO3 43,5 mmol I
KH2PO4 49,6 mmol I'1
K2HPO4 10,0 mmol I
MgS04-7H,0 4,1 mmol I
Spurenelemente (Tab. 6) 0,1 % (v/v)
Ca(NOs)2-4H,0 84,7 umol I
FeCl3-6H,0 7,4 pumol I

Das Ca(NOs), wurde als Stammlésung (20 g L) angesetzt, das FeCls lag als 2 g L™ Lésung vor.
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Tabelle 6: Zusammensetzung der Spurenelemente fiir das HMM.

Medienbestandteil Menge

H3BOs 8,1 mmol I
CuS04-5H,0 0,4 mmol I
KI 0,6 mmol I
MnSO4-4H,0 1,8 mmol I
ZnS04-7H,0 1,4 mmol I
NaxMo04-2H,0 0,8 mmol I
CoCly-6H,0 0,4 mmol |1

Tabelle 7: Vitaminmix fiir das HMM. Der Vitaminmix wurde sterilfiltriert, nicht autoklaviert.

Medienbestandteil Menge
Biotin 16,4 umol I
Ca-D-Pantothenat 1,7 mmol I
Inosit 22,2 mmol I
Nikotinsiure 0,8 mmol I
Pyridoxin 2,4 mmol |
Thiamindichlorid 1,2 mmol I

Nach dem Autoklavieren des HMM wurden 0,5 % (v/v) Vitaminmix und als C-Quelle 2 %
(w/v) Glukose zugegeben. Die Glukose wurde als 20 %ige Stammlésung angesetzt und

sterilfiltriert.

Es wurden Wachstumsversuche mit B. raffinosifermentans durchgefihrt, um zu untersuchen
ob die Hefe B-Aminosauren als N-Quelle verwenden kann. Dazu wurde die Halfte des NaNO3s
und des Ca(NOs); durch die entsprechenden Chloride ersetzt. Diese HMM-Variante wird als
0,5 N bezeichnet. Fiir weitere Versuche wurde der fehlende Stickstoff durch dquimolare

Mengen an B-Phenylalanin bzw. B-Homoalanin erganzt.
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SOC-Medium

Nach der Transformation der E. coli Stamme XL1 und BL21DE3 wurde SOC Medium fiir die
Regeneration der Zellen bendétigt. Dazu wurde zundchst SOB-Medium (Carl Roth,
Katalognummer: AE27.1) nach Herstellerangaben angesetzt. Nach dem Autoklavieren

wurden 20 mmol L Glukose zugegeben.

2.4. Kultivierung von E. coli XL1

Nach der Transformation wurden die Transformationsansatze in eine 50 ul und eine 150 pl
Portion aufgeteilt und auf LB-Platten ausgestrichen. Je nachdem, ob mit dem pET-21b+
Vektor oder dem XPLOR®3 Vektor transformiert wurde, enthielten die Platten 50 pg ml*
Ampicillin bzw. 50 pg ml* Kanamycin als Selektionsmarker. Die Platten wurden tber Nacht

bei 37 °C bebritet.

Am ndchsten Tag wurden 3 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum mit einer
Kolonie angeimpft und wieder tiber Nacht bei 37 °C und 180 UPM bebritet. 1 ml der Kultur
wurde fiur eine Glycerinkultur verwendet. Dazu wurde 1 ml steriles Glycerin zu 1 ml Kultur
gegeben und durch mehrfaches Invertieren miteinander vermischt. AnschlieBend lagerten
die Gylcerinkulturen bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung. Die Ubrigen 2 ml Kultur wurden

flr eine Plasmidisolation verwendet.

2.5. Kultivierung weiterer Bakterien- und Hefestamme

Da fiir die Vortests nur geringe Enzymmengen nétig waren, wurden zunachst alle Stamme in
kleinem MaRstab in ihren entsprechenden Medien angezogen. 2 ml Medium wurden mit
100 pl Glycerinkultur angeimpft und Gber Nacht geschiittelt. Mit diesen Vorkulturen wurden
dann 20 ml Hauptkulturen auf eine ODeoonm angeimpft. Die OD wurde stiindlich bestimmt.
Dazu wurden 100 pl Kultur in 900 pl frischem Medium verdinnt und anschlieBend
photometrisch bei 600 nm gemessen. Beim Erreichen der stationdren Phase wurden die
Zellen geerntet und mit einer Kugelmiihle aufgeschlossen. Dazu wurde 1 ml Kultur

zusammen mit 500 ul Glasperlen (0,5 mm Durchmesser, Katalognummer N034.1, Carl Roth,
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Karlsruhe) in ein 2 ml Gefal3 gegeben. Der Aufschluss erfolgte in einer Schwingmiihle (Retsch
MM 400, Retsch GmbH, Haan, Deutschland) fiir 30 s bei 30 Hz. Die Rohrchen befanden sich
dabei in einem Adapter, der vor dem Aufschluss bei -20 °C gelagert wurde. Mit den
Rohextrakten wurden erste Aktivitatstests durchgefiihrt, um festzustellen, ob liberhaupt w-
Transaminaseaktivitdt vorliegt. Da bekannt ist, dass P. phytofirmans und P. graminis w-
Transaminasen produzieren [159], wurden diese Extrakte als Positivkontrolle verwendet, um
zu zeigen, dass der Test funktioniert. Die Aktivitdat wurde wie in Abschnitt 2.6 beschrieben

mit den Rohextrakten nachgewiesen.

2.6. Aktivitatstest fur w-Transaminasen

Die Aktivitat der w-Transaminasen wurde kolorimetrisch nachgewiesen. Dies geschah durch
die Quantifizierung des nach der kinetischen Auflésung verbleibenden Aminoakzeptors. Da
die eingesetzte Menge an Aminoakzeptor bekannt war und der Akzeptor mit dem
Aminodonor im Verhdltnis 1:1 reagiert (vgl. Abb. 9), kann nach der Quantifizierung des

verbleibenden Akzeptors auch auf die umgesetzte Menge des Donors geschlossen werden.

EHZ o NH, O w-Transaminase NH O o 0
1/—_\)']\ + 1J\/LL 2 N 1/\)1\ + 1ﬂ\)\
R OH R OH 7 N R OH R OH

O NH>
1 Rle\Ra R2J\R3 3 4
2

Abbildung 9: Reaktionsschema der kinetischen Auflésung am Beispiel einer 8-Aminoséure. 1: Racemat des Aminodonors. 2:
Aminoakzeptor. 3: verbleibendes Enantiomer des Aminodonors. 4: korrespondierende 8-Ketosdure.

In den ersten Aktivitdtstests, den Vortests, wurden die Rohextrakte in zwei Versuchen mit
unterschiedlichen Aminodonoren, einmal B-Phenylalanin, dann 4-Aminopentansaure, auf w-
Transaminaseaktivitdt untersucht. Als Positivkontrolle dienten die Extrakte von P.

phytofirmans und P. graminis. Zur Negativkontrolle wurde einmal der Rohextrakt gegen
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Wasser ausgetauscht und in einem weiteren Ansatz wurde der Aminodonor durch Wasser

ersetzt.

Tabelle 8: Zusammensetzung der Ansdtze zur Aktivitdtsbestimmung mit verschiedenen Aminodonoren. Dieser Ansatz wird
im Folgenden als Standardtest bezeichnet.

Bestandteil Volumen bzw. Endkonzentration
Aminoakzeptor 2mM
B-Phenylalanin oder 4-Aminopentansaure 4 mM

PLP 0,1 mM

Puffer pH 8 10 mM
Enzymextrakt 10 ul

A. dest. ad 100 ul

Ein positives Ergebnis im Vortest diente als Hinweis auf eine w-Transaminase in dem Extrakt.
Bei einem positiven Vortest eines Rohextrakts wurde die Proteinliste (FASTA) des
entsprechenden Organismus mittels Homologiensuche nach potentiellen w-Transaminasen

durchsucht.

2.7. Gensynthese

Die Synthese des Gens fiir StoTA in Form von Genfragmenten wurde extern bei Eurofins
Genomics GmbH in Auftrag gegeben. Dabei handelt es sich um lberlappende Fragmente, die
zundchst mittels Ligase zu einem vollstandigen Gen zusammengefiigt werden. Nach der

Ligation kann dieses Gen wie Ublich in einen Vektor kloniert werden.

Aufgrund von Problemen bei der Ligation der lberlappenden Fragmente des StoTA-Gens
wurde das Gen, das fiir VboTA codiert als vollstéandiges Gen, ebenfalls bei Eurofins geordert.

Geliefert wurde es subkloniert im pEX-Vektor.

Beide Gene wurden mittels eines Onlinetools (wahrend des Bestellvorgangs auf

https://eurofinsgenomics.eu/de/ecom/molekularbiologie/gene-synthesis/ verfligbar) an das
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Codon Usage von E. coli angepasst. Aullerdem wurden die Gene mit entsprechenden

Schnittstellen versehen, um sie in den pET-21b (+) Vektor klonieren zu kénnen.

2.8. Plasmidkonstruktion

Als Ausgang fiur die Produktion der bakteriellen w-Transaminasen wurde der pET21b (+)
Vektor verwendet. Die bestellten Gensequenzen enthielten am 5° Ende eine Ndel
Schnittstelle und am 3 Ende eine Xhol Schnittstelle. Diese kommen auch in der
Multicloningsite des Vektors vor. Die Xhol Schnittstelle des Vektors befindet sich direkt vor
einer Sequenz, die fiir einen His-Tag codiert. Dadurch werden sechs Histidinreste an die
Enzyme gehdngt, mit denen die spatere Aufreinigung erfolgt. Auerdem enthalt der Vektor

eine Ampicillinresistenz, damit positive Transformanden selektiert werden kénnen.

Das Gen fiir VboTA wurde durch Restriktion mit Ndel (FastDigest Ndel, Thermo Fisher,
Katalognummer: FD0584) und Xhol (FastDigest Xhol, Thermo Fisher, Katalognummer:
FD0694) aus dem pEX-Vektor isoliert. Die Restriktion erfolgte nach Herstellerangaben. Der
pET21b (+) Vektor wurde unter gleichen Bedingungen linearisiert. Zusatzlich zu den
Restriktionsenzymen enthielt der Ansatz mit dem Vektor auch eine Phosphatase (1 pl Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP), Thermo Fisher, Katalognummer: 783901000UN), um eine

Religation zu verhindern.

2.9. Isolation der DNA Fragmente und des linearisierten Vektors

Nach erfolgter Restriktion wurden die verdauten DNA Sticke mittels Agarose-
Gelelektrophorese von Enzymen, Puffer und unerwiinschten DNA Teilen gereinigt. Dazu
wurde ein 0,8 %iges Agarosegel verwendet. Fir den GroBenvergleich der Banden wurde die
Gene Ruler 1 kb Plus DNA Leiter (Thermo Fisher, Katalognummer: SM1331) verwendet. Im
Anschluss an die Elektrophorese wurden die Banden aus dem Gel mit einem NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel, Katalognummer 740609.250) nach

Herstellerangaben eluiert.
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Die Messung der DNA-Konzentration erfolgte mit einem Nanodrop (Nanodrop 2000,

Thermo-Fisher).

2.10. Ligation der Gene und des Vektors

Die DNA-Fragmente wurden mit Hilfe einer T4-Ligase (T4 DNA Ligase, Thermo-Fisher,
Katalognummer: ELO016) in den linearisierten Vektor ligiert. Die Ligation erfolgte nach
Herstellerangaben. Die Ligationsansdatze wurden ohne weitere Reinigung fir die

Transformation von kompetenten E. coli XL1 Zellen verwendet.

2.11. Transformation von E. coli XL1

Zu 100 pl gefrorener kompetenter Zellen wurden 10 ul Ligationsansatz gegeben. Die Zellen
tauten anschlieRend 30 min lang auf Eis auf. Dem Schritt folgte ein Hitzeschock fiir 90 s bei
42 °C. Dem Hitzeschock folgte ein Kalteschock, 2 min auf Eis. Im Anschluss wurden 500 ul
SOC Medium zu den Transformationsansatzen gegeben und die Ansatze schittelten 30 min
bei 37 °C im Thermomixer. Nach dieser Regenerationsphase wurden die Zellen bei 2000 xg
bis zur Pelletbildung abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und das
Pellet wurde in 100 ul frischem SOC Medium sehr vorsichtig resuspendiert. Die Zellen

wurden auf Antibiotika haltigen LB-Platten ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.12. Selektion positiver Transformanden

Einzelne Kolonien wurden von den Platten gepickt und in 2 ml LB-Ampicillin (50 pg ml?)
Ubergefiihrt. Die Rohrchen schiittelten tGber Nacht bei 37 °C und 180 UpM. Im Anschluss

wurden die Zellen mittels Zentrifugation (15.000 xg, 5 min) geerntet.
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2.13. Plasmidisolation aus E. coli XL1

Die Zellen einer 2 ml Ubernachtkultur wurden 3 min bei 16.000 xg abzentrifugiert und die
Uberstidnde verworfen. Die Pellets wurden in 200 pl, auf 4 °C gekiihlten, P1 (Tab. 9) mittels
Vortexer resuspendiert. Anschlieend wurden 200 pl P2 (RT, Tab. 10) zugegeben und durch
mehrfaches Invertieren gemischt. Danach erfolgte die Zugabe von 200 ul P3 (4 °C, Tab. 11)
und mehrfaches Invertieren. Die Ansatze wurden abermals 10 min bei 4 °C und 16.000 xg
zentrifugiert. Vom klaren Uberstand wurden 500 pl in ein neues GefaR iiberfiihrt. Zu dem
Uberstand wurden 1,5 ml 96 %igem Ethanol gegeben, gefolgt von Invertieren. Die Plasmide
wurden mindestens 1 h (bis UN) bei 4 °C gefillt. Im Anschluss an die Fillung wurden die
Plasmide bei 16.000 xg und 4 °C fiir 15 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen,
es folgten drei Waschschritte mit 500 pl 70 %igem Ethanol, jeweils gefolgt von einem
Zentrifugationsschritt mit 16.000 xg bei 4 °C fiir 3 min. Die Uberstinde wurden verworfen.
Nach dem letzten Waschschritt trockneten die Pellets bei 50 °C bis kein Ethanolgeruch mehr
wahrzunehmen war. Im letzten Schritt wurden die Pellets in 50 ul destilliertem Wasser

aufgenommen.

Tabelle 9: Zusammensetzung von P1. Der pH-Wert wird mit HCl auf 8 eingestellt. Die Lagertemperatur des Puffers betrdgt
4 °C.

Bestandteil Menge
Tris 6,1g

EDTA Dinatriumsalz *2H,0 3,7¢
RNase A 100 pg ml?
A. dest. ad 1000 ml

Tabelle 10: Zusammensetzung von P2. Der Puffer wird bei Raumtemperatur gelagert.

Bestandteil Menge
NaOH 80¢g

10 % SDS Lésung 100 ml

A. dest. ad 1000 ml
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Tabelle 11: Zusammensetzung von P3. Zuerst wird das Kaliumacetat in 500 ml A. dest. gelést und mit der Essigséure auf pH
5,5 eingestellt. Dann wird der Puffer auf 1 | aufgefiillt. Der Puffer wird bei Raumtemperatur gelagert.

Bestandteil Menge
Kaliumacetat 294 g
Essigsaure 110 ml

A. dest. ad 1000 ml

2.14. Messung der Nukleinsdurekonzentrationen

Die Konzentrationen der Plasmide und DNA-Fragmente wurde mit einem Nanodrop
(Nanodrop 2000, Thermo Fisher) bestimmt. Dazu wurde 1 pl der Nukleinsdurelésungen

verwendet. Die Messungen erfolgten in drei Replikaten.

2.15. Uberpriifen der Sequenzen

Zur Sequenziiberprifung wurden Proben der isolierten Plasmide an Eurofins oder
Microsynth zur Sangersequenzierung geschickt. Dabei wurden die Anforderungen des

Anbieters befolgt.

2.16. Transformation von E. coli BL21DE3

Bei positivem Sequenzierergebnis wurde E. coli BL21DE3 nach dem gleichen Protokoll wie E.

coli XL1 mit dem Plasmid transformiert. Als Selektionsmarker diente wieder Ampicillin.
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2.17. Enzymproduktion mit E. coli BL21DE3

Zunachst wurden 5 ml LB mit 50 ug/ml Ampicillin mit einer Kolonie der Expressionsstamme
E. coli BL21DE3 angeimpft. Diese Kulturen schittelten tGber Nacht bei 180 UPM und 37 °C.
Die Vorkulturen wurden in ersten Versuchen fir das Animpfen von 60 ml Hauptkulturen
verwendet. Die 60 ml Hauptkulturen wurden auf eine OD von 0,075 angeimpft und 2 h bei
37 °C und 180 UPM geschiittelt. Nach dieser Zeit wurde die Kultur in 2 Kulturen zu je 30 ml
geteilt. In einer der Kulturen erfolgte die Induktion mit 0,5 mmol L IPTG
(Endkonzentration). Die andere Kultur diente als Negativkontrolle. Es folgten weitere 2 h
Schitteln unter den gleichen Bedingungen wie zuvor. Die Zellen wurden mittels
Zentrifugation (15 min, 7.500 xg) vom Uberstand getrennt und mit 500 pl BugBuster™

(Novagen) aufgeschlossen.

2.18. Fermentation zur Produktion groRerer Enzymmengen

Der VboTA Produktionsstamm wurde in groRerem MaRstab in einem Fermenter angezogen,
um eine grofRere Proteinmenge zu produzieren. Alle Fermentationen wurden mit einem
Fermenter BIOSTAT Bplus (Sartorius, Gottingen, Deutschland) durchgefiihrt. Die Kulturen
wurden in 5 L DoppelmantelgefaBen (ebenfalls Sartorius) angezogen. Als Grundmedium
diente LB. Das Startkulturvolumen betrug 3 L. Im ersten Ansatz wurde insgesamt 1 L 20 %ige
(w/v) wassrige Glukoselosung zugefuttert. Im zweiten Ansatz wurde stattdessen 1 L 40 %
(w/v) Glukose in LB zum Futtern verwendet. Bei beiden Ansdtzen wurde 1 N HCl zum
Herunterregeln des pH-Wertes und 12,5 %ige Ammoniaklésung zum Heben des pH-Wertes
verwendet. Es wurde Ammoniak statt NaOH verwendet, um einem Stickstoffmangel bei

hohen Zellkonzentrationen vorzubeugen.
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controller_on

Fermentation

Ende

Abbildung 10: Ubergeordnete Struktur der Fermentationsrezepte. In der Startphase, hier ,controller_on“ genannt, werden
die Sollwerte aller Parameter, wie pH-Wert, O,-Sdttigung und die Temperatur, ebenso wie die Werte, ab denen das System
einen Alarm auslést, eingestellt. Fermentation bezeichnet die Phase in der die eigentliche Fermentation ablduft. Diese Phase
wird in den nachfolgenden Abbildungen ndher beschrieben. In der Endphase wird die Fermentation beendet, alle Kontrollen
werden eingestellt und das System wird heruntergefahren.

Im ersten Fermentationsversuch (Abb. 11) wurde 15 min nach dem Animpfen mit dem
Zufuttern der 20 %igen Glukosel6sung begonnen. Die Glukose sollte den Zellen ein weiteres
Wachstum ermoglichen, damit eine hohere Zellzahl als mit reinem LB erreicht werden kann.
Eine hohere Zellzahl sollte auch eine gréBere Enzymausbeute bedeuten, da mehr
produzierende Zellen vorhanden sind. Wahrend der Fermentation wurden Proben
genommen, um den Glukosegehalt des Mediums zu bestimmen. Es wurden je Messpunkt

zwei Proben genommen.



Material und Methoden

1 Synchronisierung
2 Warten_auf_Start
3 — Abfrage
1
v_alk|
. Ind .
4 Flittern_Glk Induktion 13
5 Flittern_1 8 Lac_pumpen [ Ende
6 Flittern_Ende 9 Lac_off
7 Glk_verwerten 10 Synthese
11 Kiihlen
Manual
12 Warten_auf Ende

Abbildung 11: Rezept fiir die Enzymproduktion mit E. coli. Sobald die ,,contoller_on” Phase (Abb. 10) beendet ist, wird dieses
Protokoll gestartet. 1: Wéhrend dieser Phase wird angeimpft und das Alter der Batch auf 0 gesetzt. 2: Eine 15 min
Wartephase, wdhrend der sich das System an die Anwesenheit der Zellen anpasst. 3: Zdhler der zugefiihrten Menge an
Glukoseldsung. Solange das Volumen < 1000 ml ist, wird in Phase 4 iibergegangen, ist das Volumen > 1000 ml wird als
ndchstes Phase 8 durchgefiihrt. 4: Eine Parameterphase in der die Geschwindigkeit von Pumpe A auf 1 % gestellt wird. 5:
Widhrend dieser Phase wartet das System 10 min wéhrend Pumpe A lduft. 6: Pumpe A wird ausgestellt. 7: Eine weitere 15
min Wartephase, in der die Zellen die Glukose verwerten kénnen. 8: Die Geschwindigkeit von Pumpe B wird auf 10 %
gestellt. 9: Die Laktoseldésung wird 15 min lang in das Fermentationsgefdfs gepumpt. 10: Pumpe B wird abgestellt. 11
Wiéhrend dieser Wartephase haben die Zellen 3 h Zeit, um die w-Transaminasen zu synthetisieren. 12: Die Solltemperatur
wird auf 15 °C gesetzt. Sobald diese erreicht wird, beginnt die ndchste Phase. 13: In dieser Phase wartet das System auf ein
manuelles Ubergehen in die Endphase. Wéhrend dieser Phase werden die Zellen geerntet. 14: Endphase, diese Phase
beendet das Fermentationsprotokoll und leitet die Endphase des Rezepts (Abb. 10) ein.

Um die Zellzahl noch weiter zu erhéhen, wurde das Protokoll etwas verdandert (Abb. 12). In
einem Gefall wurde der Sollwert der Sauerstoffsattigung auf 30 % erhoht. Dadurch sollte
eine bessere Verwertung der Glukose erzielt werden. In dem zweiten Gefall wurde der
Sollwert flir den pH-Wert auf 6,5 gesenkt, da E. coli bei diesem pH-Wert besser wachst. Auch
die Konzentration der zugegebenen Glukosel6sung wurde erhoht. Statt 20 % Glukose in LB

wurden jetzt 40 % Glukose in LB verwendet. Da die Menge an zugefihrter Glukose grofRer
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war als in der ersten Fermentation, wurde die Verwertungszeit auf 30 min verdoppelt. Das
Zufittern der Glukose wurde Uber den Verbrauch der Ressourcen im Medium gesteuert.
Solange ausreichend Kohlenhydrate als C-Quellen im Medium vorhanden waren,
produzierten und sekretierten die Zellen diverse organische Sauren, wodurch der pH-Wert
des Mediums sank. Der Fermenter steuerte mit einer Base gegen, in diesem Fall
Ammoniakldsung (25 %, Fisher Scientific, Katalognummer 12686667), um den pH-Wert stabil
zu halten. Waren die Kohlenhydrate aufgebraucht, wurden die produzierten Sauren wieder
aufgenommen und als C- und Energiequelle verwendet. Dadurch stieg der pH-Wert und der
Fermenter steuerte mit Saurezugabe gegen. Sobald das geschah, wurde mit dem Fiittern
begonnen. Uber 5 Minuten verteilt wurden 10 ml der Glukoseldésung zugegeben. Dem
Fitterungsschritt folgte eine 30-minlitige Verwertungszeit, nach der die Futterung
wiederholt wurde. Das Volumen der zugegebenen Glukoseldsung wurde gemessen und
sobald es > 1000 ml betrug, erfolgte die Induktion nach einem letzten Verwertungsschritt.
Die Induktion erfolgte mit Laktose. Dazu wurden 500 ml einer 20 %igen Laktosel6sung in die
FermentationsgefaBe gepumpt. Die Laktose inhibierte den Lac-Repressor, der den T7
Promotor des Vektors daraufhin nicht mehr blockieren konnte, woraufhin die
Enzymproduktion begann. Um zu verhindern, dass die Zellen nach dem Verbrauchen aller
Ressourcen anfangen das Enzym wieder abzubauen, wurde das Medium nach vierstlindiger
Induktion auf 15 °C heruntergekihlt. Dadurch verlangsamt sich der Stoffwechsel der Zellen,
so dass sie bis zur Ernte kaum Ressourcen verbrauchten. Das Kiihlen war eine
VorsichtsmaBBnahme, falls die Induktion zu einem Zeitpunkt stattfand, an dem eine schnelle

Ernte nicht moglich war.
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Abbildung 12: Rezept fiir die Enzymproduktion mit E. coli. Sobald die ,,contoller_on“ Phase (Abb. 10) beendet ist, wird dieses
Protokoll gestartet. 1: Wéhrend dieser Phase wird angeimpft und das Alter der Batch auf O gesetzt. 2: Eine 15 min
Wartephase, wdhrend der sich das System an die Anwesenheit der Zellen anpasst. 3: Die Zéhler fiir die zugefiihrte Menge an
Sdure und Base werden wieder auf 0 gesetzt. 4: Sobald das System anféngt Séure zuzugeben wird in Phase 5
libergegangen.5: Zdhler der zugefiihrten Menge an Glukosel6sung. Solange das Volumen < 1000 ml ist, wird in Phase 6
libergegangen, ist das Volumen > 1000 ml wird als ndchstes Phase 10 durchgefiihrt. 6: Eine Parameterphase in der die
Geschwindigkeit von Pumpe A auf 5 % gestellt wird. 7: Wihrend dieser Phase wartet das System 5 min wéhrend Pumpe A
lduft. 8: Pumpe A wird ausgestellt. 9: Eine weitere 30 min Wartephase, in der die Zellen die Glukose verwerten kénnen. 10:
Die Geschwindigkeit von Pumpe B wird auf 10 % gestellt. 11: Die Laktoselésung wird 15 min lang in das Fermentationsgefdf
gepumpt. 12: Pumpe B wird abgestellt. 13: Wihrend dieser Wartephase haben die Zellen 4 h Zeit, um die w-Transaminasen
zu synthetisieren. 14: Die Solltemperatur wird auf 15 °C gesetzt. Sobald diese erreicht wird, beginnt die nédchste Phase. 15: In
dieser Phase wartet das System auf ein manuelles Ubergehen in die Endphase. Wéhrend dieser Phase werden die Zellen
geerntet. 15: Endphase, diese Phase beendet das Fermentationsprotokoll und leitet die Endphase des Rezepts (Abb. 10) ein.
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Neben den Versuchen mit Zufiitterungen wahrend der Kultivierung wurde auch ein Versuch
mit einem Autoinduktionsmedium [160] (Tab. 12 und 13) durchgefihrt, ebenfalls im 3 L
MaRstab. In diesem Medium sind verschiedene C-Quellen enthalten, die nacheinander
verbraucht werden. Zuerst wird die im Medium enthaltene Glukose verwertet. Sobald diese
aufgebraucht ist, wird die Aufnahme der Laktose nicht mehr gehemmt. So wird die
Proteinsynthese aktiviert. Zusatzlich zur Laktose ist noch Glycerin im Medium enthalten, das
als C-Quelle dient, damit die Laktose nicht abgebaut wird und weiter den Lac-Inhibitor

hemmt.

Tabelle 12: Zusammensetzung des Autoinduktionsmedium. Dieser Teil des Mediums wird autoklaviert.

Komponente Masse pro 1L
Phosphatpuffer (pH 7,2) 6 g NaaHPO4 / 3 g KH2PO4
Trypton 20g

Hefeextrakt 5g

NaCl 58

Tabelle 13: Kohlenhydrate fiir Autoinduktionsmedium. Dieser Teil des Mediums wird sterilfiltriert.

Komponente Menge fiir 200 ml
Glycerin 30 ml

Laktose 10g

Glukose 25¢g

Zu 3 L des Mediums werden unter sterilen Bedingungen 120 ml der Kohlenhydratlésung

gegeben.
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2.19. Bestimmung des Glukosegehaltes der Fermenterproben

Wihrend der Fermentation wurden Proben genommen, um die im Uberstand enthaltene
Glukosemenge zu bestimmen. Dadurch sollte kontrolliert werden, ob die Wartezeit fir die
Glukoseverwertung lang genug ist. Fiir die Bestimmung wurde das D-Glucose-Kit (GOPOD

Format) von Megazyme (Bestellnummer K-GLUC) nach Herstellerangaben verwendet.

2.20. Amplifikation der Transaminase-Gene und Konstruktion des XPLOR®3 Vektors

Die entsprechenden Gene der Proteine, die eine Aminotran_3-Domane enthalten, wurden
aus genomischer DNA von B. raffinosifermentans amplifiziert. Die verwendeten Primer sind

in Tab. 14 aufgelistet.

Tabelle 14: Liste der Primer, mit denen potenzielle w-Transaminasen aus dem Genom von B. raffinosifermentans amplifiziert
werden konnten. Die reversen Primer sind so gestaltet, dass den Genen eine Sequenz, die fiir einen His-Tag codiert,
angehdngt wurde.

Accession Primer vorwarts Primer revers

Nummer

ARAD1C43516g atggcaggtgcagctttatgg ttagtgatggtgatggtgatgagagaatgcctcttctatcttcttctctaattt
ARAD1D16258g atgagcacaatcacatctgcac Ttagtgatggtgatggtgatggtgctgggcgtgageg
ARAD1D29502g atgcagtcatttactcgaactgttg ttagtgatggtgatggtgatgctcaaatactgactcaagaatgtcca

Im Folgenden werden ARAD1C43516g BroTA1 (flir B. raffinosifermentans w-Transaminase 1),
ARAD1D16258g BroTA2 und ARAD1D29502g BroTA3 genannt.

In einem weiteren PCR-Schritt wurden die erhaltenen Amplifikate um insgesamt 36
Basenpaare erweitert. Dadurch wurde jeweils ein 18 Basenpaariiberhang am Anfang und am
Ende der Gene angehingt. Diese Uberhinge sind komplementir zu der Sequenz, die sich um
die Pacl Schnittstelle des XPLOR3® Vektors befindet. Die verwendeten Primer sind in Tab. 15

aufgefihrt.
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Tabelle 15: Primer mit denen die Gene der potentiellen w-Transaminasen von B. raffinosifermentans an den Enden um 18
Basenpaare verlédngert wurden.

Accession Primer vorwarts Primer revers
Nummer

ARAD1C43516g aacataatcaacattaatatggcaggtgcagcttta aatgagtagtgttccttagtgatggtgatggtgatg
ARAD1D16258g aacataatcaacattaatatgagcacaatcacatct aatgagtagtgttccttagtgatggtgatggtgatg

ARAD1D29502g aacataatcaacattaatatgcagtcatttactcga aatgagtagtgttccttagtgatggtgatggtgatg

Die Linearisierung des Vektors erfolgte mit Pacl (FastDigest Pacl, Thermo Fisher,
Katalognummer: FD2204), auch Sgsl genannt, nach Herstellervorschrift. Um eine Religation
des Vektors zu verhindern, enthielten die Ansdtze neben dem Restriktionsenzym auch 1 pl
Phosphatase (Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), Thermo Fisher, Katalognummer:
783901000UN).

2.21. Isothermales Assembly der Transaminase-Gene und des Vektors

Die Gene, die fiir BroTA1-3 codieren, wurden mittels isothermalem Assembly nach Gibson
[161,162] in den linearisierten XPLOR®3 Vektor gebracht. Dieser Vektor tragt ein Gen fir ein
Protein, das eine Kanamycin-Resistenz vermittelt. Diese Resistenz dient als Selektionsmarker
fir positiv transformierte E. coli XL1 Zellen. AulRerdem tragt es das Gen der Tryptophan-
Synthesekaskade, da der Produktionsstamm B. raffinosifermentans G1212 [aleu2
atrpl:ALEU2] [1] auxotroph fiir Tryptophan ist. Fir die Integration des entsprechenden
Genfragments in den linearisierten Vektor wurde das NEBuilder Kit® HiFi DNA Assembly
Cloning Kit (New England Biolabs, Katalognummer: E5520S) verwendet. Die Integration
erfolgte nach Herstellervorschrift, wobei darauf geachtet wurde, dreimal mehr Fragment als
Vektor zu verwenden. Die Assembly-Ansatze wurden ohne weiteren Reinigungsschritt fur die

Transformation verwendet.
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2.22. Aktivitdtstest mit verschiedenen Aminodonoren

Der Aktivitatstest wurde mit einer Reihe verschiedener Aminosduren (siehe Abb.

durchgefiihrt.
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Abbildung 13: Lister der als Aminodonoren verwendeten Aminosduren. Ein * markiert Chiralitéitszentren.

13)

Neben den Aminosauren wurden auch einige Amine auf Aktivitdt mit VboTA getestet (Abb.

14).
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Abbildung 14: Liste der als Aminodonor verwendeten Amine.

Tabelle 16: Zusammensetzung der Ansdtze zur Aktivitétsbestimmung mit verschiedenen Aminodonoren. Dieser Ansatz wird
im Folgenden als Standardtest bezeichnet. In den verschiedenen Versuchen wurden unterschiedliche Puffer verwendet, die
Art des verwendeten Puffers ist in den jeweiligen Beschreibungen angegeben.

Bestandteil Volumen bzw. Endkonzentration
Aminoakzeptor 2 mmol L
Aminodonor 4 mmol L1

PLP 0,1 mmol L?

Puffer 10 mmol L
Enzymextrakt 10 i

A. dest. Ad 100 pl

Zusatzlich zu den Ansatzen wurden zwei Negativkontrollen mitgefiihrt, d.h. einmal wurde
das Enzym gegen Wasser ausgetauscht, bei der anderen Kontrolle wurde der Aminodonor

gegen Wasser ausgetauscht. Je Ansatz wurden drei Replikate durchgefiihrt.

Die Anséatze inkubierten in einer Mikrotiterplatte 30 min lang bei 30 °C (VboTA) bzw. 40 °C
(StoTA). AnschlieBend wurden je Ansatz 10 pl entnommen und zu 60 pl A. dest. gegeben.
Diese Verdiinnung wurde mit 70 pl Dinitrophenylhydrazin (DNPH, 1 mM in 1 M HCI)
gemischt. Das DNPH reagiert mit a-Ketosauren zu einem Hydrazon (Abb. 15). Dadurch wird

die enzymatische Reaktion gestoppt und das entstandene Hydrazon farbt sich im basischen
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Bereich braun und kann quantitativ gemessen werden. Um die Farbung zu erreichen wurden
nach 20 min Inkubation des Ansatzes/DNPH-Gemisches bei 20 °C 70 ul einer 4 M NaOH zu

den Ansatzen gegeben.

0\ O\\ o— 0\\
N=0 N—0 N0~
Q M Saure o HO, NaOH Na' g —¢ o
H + @—NH _— /\/N NH o —— N ‘o=n 0
HyC o \NHZ -H,0 o \N_ -H,0 o// — \N_
CH, CHs;
1 2 3 4

Abbildung 15: Reaktion einer a-Ketosdure, hier Pyruvat als Beispiel, mit DNPH und anschliefSender Behandlung mit
Natronlauge. 1: Pyruvat, 2: DNPH, 3: Hydrazon, 4: Hydrazoniumion.

Das entstandene Hydrazoniumion (Struktur 4 in Abb. 15) konnte photometrisch mit einem
Mikrotiterplattenleser (Tecan Infinite 200) bei 570 nm quantifiziert werden. Anhand der
gemessenen Absorption der Negativkontrollen wurde die Menge an umgesetztem

Aminoakzeptor berechnet.

2.23. Bestimmen des optimalen Aminoakzeptors fir VboTA

Da VboTA eine Bindestelle fiir a-Ketoglutarat besitzt und sequenzielle Ahnlichkeit zu StoTA
hat, welche zur Familie der Aspartat-Aminotransferasen gehort, wurden a-Ketoglutarat und
Oxalacetat als Aminoakzeptor ausgewahlt. Zusatzlich zu diesen beiden sollte Pyruvat als

weiterer, kostenglinstiger Akzeptor getestet werden.
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2.24. Bestimmung des pH Optimums

Um das pH-Optimum der zu untersuchenden Enzyme zu bestimmen, wurden
unterschiedliche Puffer wahrend des Aktivitdatsassays verwendet. Die untersuchte pH-Wert
Spanne reichte von pH 2 bis pH 10. Die verwendeten Puffer sind in Tab. 17 aufgefiihrt. Alle
Puffer wurden in einer 100 mmol L' Konzentration angesetzt. Die Tests wurden in drei

Parallelen durchgefiihrt.

Tabelle 17: Liste und Zusammensetzung der fiir die Bestimmung des pH-Optimums verwendeten Puffer. Die angegebenen
Mengen beziehen sich auf 1 | Lésung. Die Puffer wurden mit 1 N HCl bzw. 1 N KOH justiert.

pH Puffer Zusammensetzung

2 Citrat/HCI 5,88 g Citronensaure + 3,58 g
Kaliumchlorid + 82 ml Salzsaure (c = 0,1
mol |1)

3 Citrat/Kaliumhydroxid 7,74 g Citronensaure + 3,49 g
Kaliumchlorid + 206 ml Kaliumhydroxid
(c=0,1mol IY)

4 Citrat/Kaliumhydroxid 10,75 g Citronensaure + 2,57 g
Kaliumchlorid + 68 ml Kaliumhydroxid
(c=1mol )

5 Kaliumacetat 1,95 ml Essigsaure + 6,87 g
Kaliumacetat

6 Kaliumacetat 11,0 g Kaliumdihydrogenphosphat +
3,33 g Dikaliumhydrogenphosphat

7 Kaliumphosphat 3,52 g Kaliumdihydrogenphosphat +
8,57 g Dikaliumhydrogenphosphat

8 Kaliumphosphat 0,07 g Kaliumdihydrogenphosphat +
16,48 g Dikaliumhydrogenphosphat

9 Kaliumborat 61,83 g Borsdure mit Salzsdure (c=0,1
mol I'%) auf pH 9 titrieren

10 Natriumcitrat 6,47 g Dinatriumhydrogencitrat + 18,71

g Natriumcitrat
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2.25. Bestimmen des Oligomerisierungsgrades von VboTA

Der Oligomerisierungsgrad von VboTA wurde mittels GroRBenausschluss-Chromatographie
bestimmt. Fir die Chromatographie wurde eine Superdex™ 200 Siule (Cytiva) verwendet.
Als Standards dienten verschiedene Proteine, die in Tab. 18 aufgelistet sind. Als Laufpuffer
wurde 50 mmol L' Natriumphosphat-Puffer pH 8 + 0,15 mol L' NaCl verwendet. Vor der

Verwendung wurde der Puffer mittels Vakuumfiltration sterilfiltriert und gleichzeitig entgast.

Tabelle 18: Standardproteine fiir die Gréfsenausschlusschromatographie. Die Proteine wurden auf zwei Ansdtze aufgeteilt.
Hochzahlen geben an, welches Protein in welchem Ansatz war. Das Ansatzvolumen betrug 2 ml.

Protein Molekulare Massen Menge fir den Mix
Bluedextran - 2mg
Ferritin! 440 kDa 0,4 mg
Katalase? 240 kDa 1mg

BSA? 66,43 kDa 10 mg
Ovalbumin? 42,8 kDa 10 mg

Im ersten Durchlauf wurde die Sdule mit 0,5 ml Bluedextranlosung beladen. Nachdem das
Bluedextran aus der Saule eluiert war, wurden 0,5 ml des ersten Ansatzes auf die Saule
geladen. Im Anschluss daran wurden ebenfalls 0,5 ml des zweiten Ansatzes eingespritzt. Die

Eluate wurden bei 280 nm gemessen.

2.26. Substrat/Produktinhibition von VboTA

Einige der verwendeten Substrate und Produkte wurden auf inhibitorische Effekte hin
untersucht. Die untersuchten Edukte waren a-Ketoglutarat und [-Phenylalanin. Die
Produkte D- und L-Glutamat wurden auf Inhibition von VboTA gepriift. Auf einen Test der
Inhibition von VboTA durch 3-Keto-3-phenylpropionsaure, dem Produkt, das bei der
Desaminierung von B-Phenylalanin entsteht, wurde verzichtet, da diese Verbindung in

wassriger Losung instabil ist und daher nicht mit dem Entstehen von Konzentrationen zu
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rechnen ist, die hoch genug fiir eine Inhibition sind. Die zu testenden Verbindungen wurden
in unterschiedlichen Konzentrationen zu dem Standardtest gegeben. Nach 30 min Inkubation
bei 30 °C und pH 9 wurde die umgesetzte Menge an a-Ketoglutarat pro min und pg Enzym
ermittelt. Fur D- bzw. L-Glutamat erstreckte sich der Konzentrationsbereich von 4 bis 20
mmol L%, in 2 mmol L Schritten. Bei B-Phenylalanin wurden 20-34 mmol L und bei a-

Ketoglutarat 10-20 mmol L't verwendet. Alle Messungen erfolgten in drei Replikaten.

2.27. Bestimmung der Kn-Werte von VboTA

Die Km-Werte fiir a-Ketoglutarat, B-Phenylalanin, B-Homophenylalanin, B-Leucin und B-
Homoalanin wurden bestimmt. Dazu wurden die Anfangsgeschwindigkeiten der Reaktionen
mit unterschiedlichen Akzeptor- bzw. Donor-Konzentrationen gemessen, indem die Menge
an entstandenem Glutamat bestimmt wurde. Zunachst erfolgte die Bestimmung des Knm
Wertes fir a-Ketoglutarat. Hierbei fungierte B-Phenylalanin als Aminodonor. Die
Anfangsgeschwindigkeit der Transaminierung wurde mit vier unterschiedlichen a-
Ketoglutarat-Konzentrationen gemessen. Die Ansidtze enthielten 2, 4, 6 bzw. 8 mmol L a-
Ketoglutarat und 10 mmol L B-Phenylalanin. Zwei Proben mit Wasser anstelle von -
Ketoglutarat dienten als Negativkontrolle. Alle Ansatze wurden bis auf den Enzymextrakt
angesetzt und auf 30 °C temperiert. AnschlieRend erfolgte die Aliquotierung zu je 90 pl in
ebenfalls vorgewdarmte 1,5 ml Réhrchen. Zu jedem Réhrchen wurden 10 ul vorgewarmter
Enzymextrakt gegeben. AnschlieBend erfolgte eine 90 s Inkubation bei 30 °C. Nach dem
Inkubationsschritt wurde VboTA durch 5 min Erhitzen auf 90 °C inaktiviert. Bis zur
endgultigen Messung lagerten die Proben bei -20 °C. Die Quantifizierung des Glutamats
erfolgte wie in Maytaet al. [163] beschrieben. Die Bestimmung der Km-Werte flr die
Aminodonoren verlief analog zu der Bestimmung des Kn-Wertes fiir a-Ketoglutarat. Bei
diesen Ansitzen wurde a-Ketoglutarat mit einer Konzentration von 5,2 mmol L™ verwendet.
Die Konzentrationen der Donoren variierten von 2 bis 10 mmol L' in 2 mmol L Schritten.
Auch bei diesen Proben erfolgte die Messung der Anfangsgeschwindigkeit Uber die
Quantifizierung des entstandenen Glutamats. Fir alle Proben wurden 5 Replikate

durchgefiihrt.

~ A4~
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2.28. Bestimmung des Temperaturoptimums

Die Ansatze zur Bestimmung des Temperaturoptimums erfolgten in einer PCR-Platte. Im
Unterschied zum Standardansatz wurden die doppelten Konzentrationen von Aminodonor
und Aminoakzeptor verwendet. Das Gesamtvolumen und die anderen Konzentrationen
blieben unverdandert. Auch der pH-Wert, der flir den Standardtest verwendet wurde, blieb
unverandert. Die Versuchsreihen wurden auf Eis angesetzt. Der Thermocycler (Eppendorf
Epgradient S Mastercycler) wurde im ersten Ansatz auf einen Temperaturgradienten von 20
— 40 °C eingestellt. Im folgenden Ansatz verlief der Temperaturgradient von 30 — 50 °C. Ein
Gradient von 20 — 50 °C lief sich bei dem Gerat nicht einstellen. Nach 30 min Inkubation der
Platten kiihlte der Thermocycler auf 4 °C herunter, um die Reaktion zu stoppen. Nach Ablauf
der Reaktion wurden wieder 17,5 ul der Ansatze in eine Mikrotiterplatte Gberfiihrt und fir
die Quantifizierung verwendet. Die Quantifizierung verlief ebenso wie bei dem Standardtest.

Auch hier wurden wieder Ansatze ohne Enzym als Negativkontrolle verwendet.

2.29. Bestimmung der Temperaturstabilitat

Um festzustellen, ob VboTA und die StoTA-Varianten sensitiv gegeniliber hoheren
Temperaturen sind, wurden Aliquote der Extrakte fiir 60 min bei Temperaturen von 20 — 90
°C in 10 °C Schritten inkubiert. Im Anschluss an diese Inkubation erfolgte ein Aktivitatstest
mit den Aliquots. Der Test verlief unter Standardbedingungen fiir die jeweiligen Enzyme. Als
Negativkontrolle dienten wieder Ansatze, bei denen das Enzym durch Wasser ersetzt wurde.
Ein Aliquot, das bei 4 °C gelagert wurde, diente als Referenzwert. Die Aktivitat dieser Ansatze
wurde als 100 % Wert der Aktivitat verwendet. Die Restaktivitditen der Ansatze, die bei
hoheren Temperaturen lagerten, wurden in Relation zu den 100 % Werten der 4 °C Proben

gesetzt.
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2.30. Haltbarkeitstest VboTA

Die Haltbarkeit von VboTA wurde mit Hilfe verschiedener Ansatze festgestellt. Zwei
Testreihen wurden durchgefiihrt. Eine wurde bei 4 °C gelagert, die andere bei -20 °C. Um
festzustellen, ob Glycerin einen Einfluss auf die Haltbarkeit hat, gab es in beiden
Versuchsreihen Ansdatze mit unterschiedlichen Glycerinkonzentrationen. Die Ansdtze
enthielten 0, 10, 20 und 50 % Glycerin. Am Tag des Ansetzens (Tag 0) und dann regelmaRig
im Abstand von mehreren Tagen erfolgten Aktivitatsbestimmungen der Proben. Die Aktivitat
an Tag 0 diente als Referenzwert (100 % Wert), zu dem die Messwerte der Folgetage in
Relation gesetzt wurden. Die Messungen erfolgten so lange, bis keine nennenswerte
Restaktivitdat mehr zu verzeichnen war. Falls eine Probe aufgebraucht war, bevor sie ihre
Aktivitat verloren hat, wurde dieser Ansatz neu angesetzt und einmal sofort auf Aktivitat
getestet. Danach wurde der Ansatz solange bei der entsprechenden Temperatur gelagert, bis
die Messreihe fortgesetzt werden konnte. Eine erneute Messung nach kurzer Lagerung
erfolgte nicht. Die Aktivitatsbestimmung erfolgte mit dem Standardtest fir VboTA mit 4
mmol L't B-Phenylalanin als Aminodonor und 2 mmol L a-Ketoglutarat als Aminoakzeptor.

Die Ansatze inkubierten 30 min bei 30 °C.

2.31. Bioinformatische Analysen

2.31.1. Homologiensuche mittels BLAST

Die Homologiensuchen wurden auf der Seite NCBI der National Institutes of Health mit der
BLAST (Basic local alignment search tool) Funktion durchgefiihrt
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINKL
OC=blasthome) [164,165]. Die Proteindatenbanken im FASTA Format, die hier verwendet
wurden, stammen ebenfalls von NCBI. Die Sequenz von StoTA wurde beim entsprechenden
RCSB Eintrag (6k8h) heruntergeladen. Fiir die Sequenzvergleiche wurde die Option ,align
two or more sequences” gewdhlt. Dadurch wurde die Sequenz der StoTA mit allen
Sequenzen der der jeweiligen Proteindatanbanken verglichen. Bei dem Vergleich der StoTA

mit dem Motiv wurde ebenso vorgegangen.
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2.31.2. Identifikation potenzieller w-Transaminasen in B. raffinosifermentans

Die Sequenzen bekannter w-Transaminasen wurden mit der FASTA von B.
raffinosifermentans verglichen, um so mittels Homologievergleich dhnliche Enzyme in der
Proteindatenbank zu entdecken. Da dieser Vorgang zu keinem Ergebnis flihrte, wurden die
Proteinsequenzen von B. raffinosifermentans einer Einteilung in Proteinfamilien unterzogen.
Dazu wurde ein hmmerscan auf der Seite
https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/hmmscan, =~ HmmerWeb Version 2.41.1
durchgefiihrt [166—168]. Dieses Programm teilt die in der FASTA enthaltenen Proteine in
Proteinfamilien ein, sogenannte Pfams [169,170]. Nach erfolgter Einteilung wurden die
Ergebnisse nach der Pfam PF00202.21 [158] durchsucht, welche die Klasse 3

»2Aminotransferase Protein Familie” reprasentiert.

2.31.3. Sequenzvergleiche mittels COBALT

COBALT [171,172] ist ein Programm fiir multiple Sequenz-Alignments, das bei NCBI
verfligbar ist. Samtliche Sequenzen der zu vergleichenden Enzyme werden hier hochgeladen
und automatisch miteinander verglichen. Im Anschluss an den Vergleich kénnen identische
Positionen farblich kenntlich gemacht werden. Im ersten Vergleich wurde eine Gruppe von
drei w-Transaminasen, die nur aliphatische Substrate akzeptieren, miteinander verglichen.
Dafur fanden die Sequenzen von Enzymen von Achromobacter denitrificans [173] (NCBI
Accessionnummer AAP92672.1), Chromobacterium violaceum [173] (NCBI Accessionnummer
WP_011135573.1) und Vibrio fluvialis [173] (RCSB accession 5ZTX) Verwendung. Als zweite
Gruppe von w-Transaminasen wurden Enzyme verwendet, die sowohl aromatische als auch
aliphatische Aminosauren als Substrat verwenden. Hierfiir wurden Enzyme von Spaerobacter
thermophilus [174] (NCBI Accessionnummer WP_012871332.1), Mesorhizobium sp. LUK
[175] (NCBI Accessionnummer ABL74379.1), VboTA und Polaromonas sp. JS666 [176] (NCBI
Accessionnummer WP_041388512.1) verwendet. Diese beiden Vergleiche offenbarten
konservierte Reste innerhalb der beiden Gruppen und an welchen Stellen sie sich
voneinander abgrenzen. In einem abschlieBenden Sequenzvergleich wurden alle Sequenzen

miteinander verglichen, um festzustellen, welche Aminosdurereste alle Enzyme gemeinsam
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haben. Vor den Sequenz-Alignments wurden bei allen Sequenzen eventuell vorhandene Tags
wie z.B. ein C-terminaler His-Tag bei VboTA sowie ein N-terminaler T7-Tag bei 5ZTX entfernt,

damit sie den Sequenzvergleich nicht negativ beeinflussen.

2.31.4. Falten der StoTA-Varianten mittels AlphaFold

Da fur die StoTA-Varianten keine Proteinstrukturen verfligbar sind, wurden sie in silico
gefaltet. Fir diese Vorhersagen wurde AlphaFold [177] auf einem Colab Notepad [178]
(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/v1.2.0/AlphaFold2.ipy
nb) verwendet. Die Standardeinstellungen wurden bis auf eine Ausnahme nicht verandert.
Die einzige Einstellung, die nicht der Voreinstellung entsprach, war die Anzahl der Modelle,
die berechnet werden sollten. Diese Anzahl wurde von 5 auf 4 gesenkt, da die zugeordnete
Rechenzeit limitiert ist. Abhdngig von der zugeteilten Recheneinheit (CPU oder GPU) reicht
diese Zeit in der Regel nicht fiir 5 Modelle und ein Zwischenspeichern auf dem Notepad ist
nicht moglich. Nach Abschluss der Berechnungen erstellte AlphaFold automatisch eine pdb-
Datei fir jedes errechnete Modell, mit der die Strukturen im Anschluss visualisiert werden
konnen. AuBerdem wurden Diagramme erstellt, die die Sicherheit der Positionen der
einzelnen Aminosauren darstellen. Um die Korrektheit der Modelle zu testen, wurde auch
ein Modell fiir das unmodifizierte Enzym berechnet und mit der Kristallstruktur des Wildtyps

(RCSB [179] Eintrag: 6K8H, NCBI Accessionnummer: WP_012871332.1) verglichen.

2.31.5. Visualisierung der 3D-Strukturen der Proteine

Die Visualisierung der dreidimensionalen Proteinstrukturen erfolgte mit ChimeraX [180]. Die

verwendete Version war 1.4rc202205190126 (2022-05-19).

Die Abbildung, die die Wasserstoffbriicken im aktiven Zentrum der StoTA darstellt, ist mit

mol* [181] erstellt worden.
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3. Ergebnisse

Um neue w-Transaminasen zu identifizieren, wurden drei verschiedene Ansatze verfolgt.

1: Literaturrecherche zu bekannten Produzenten von w-Transaminasen, um mittels
Homologievergleich weitere Enzyme dieser Klasse in verwandten Arten zu finden. Dazu
wurden die Proteindatenbanken der potenziellen w-Transaminase-Produzenten
heruntergeladen und alle darin enthaltenen Sequenzen mit der Sequenz der bekannten w-
Transaminase StoTA verglichen. Die Ergebnisse dieser Methode sind in Abschnitt 3.1

beschrieben.

2: Ein bekanntes Enzym wurde modifiziert, um die Aktivitdt zu verbessern. Hierfiir wurde ein
Enzym von S. thermophilus verwendet. Das Protein wurde zum einen schrittweise an ein
potenzielles Motiv flir aromatische w-Transaminasen angepasst und zum anderen wurde
versucht, die Aktivitdit durch Modifikationen des aktiven Zentrums zu erhohen. Die

Ergebnisse sind in Abschnitt 3.2 dargestellt.

3: Screenen der Organismen aus der Stammsammlung der Arbeitsgruppe Hefegenetik auf w-
Transaminase Aktivitdit, um bislang unbekannte Produzenten von w-Transaminasen zu
entdecken. Dazu wurden verschiedene Stamme von Pilzen und Bakterien mit -Phenylalanin
im Medium kultiviert. Im Anschluss der Kultivierung wurde der Proteinrohextrakt der
Stamme auf Aktivitat bei der Desaminierung von B- und y-Aminosauren getestet. Hierbei hat
sich B. rdffinosifermentans als vielversprechend herausgestellt. Die Ergebnisse sind in

Abschnitt 3.3 dargestellt.

Die Arten Paraburkholderia phytofirmans und P. graminis sind als Produzenten fir w-
Transaminasen bekannt. Rohextrakte dieser beiden Organismen dienten als Positivkontrolle
fiir den Aktivitatstest. Abb. 16 zeigt, dass diese Extrakte in der Lage sind die Aminogruppe

von B-Phenylalanin auf a-Ketoglutarat zu Gibertragen.
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Abbildung 16: Positivkontrolle als Beweis, dass der Aktivitdtstest funktioniert. Die Rohextrakte von P. phytofirmans (blau)
und P. graminis (orange) wurden eingesetzt um die Aminogruppe von 8-Phenylalanin auf a-Ketoglutarat zu libertragen.
Dargestellt ist der Umsatz von a-Ketoglutarat in mmol L1 h'l, sowie die Standardabweichung. N=2.

Da der Test funktioniert, konnte er im weiteren Fortgang fir die Quantifizierung der Aktivitat

von Enzymen bzw. Rohextrakten verwendet werden.

3.1. Ergebnisse der Literaturrecherche

3.1.1. Testen potenzieller Kandidaten

Das Durchsuchen von Literatur fihrte zu einer Vielzahl an Spezies, die w-Transaminasen
produzieren konnen. Unter anderem die Gattung Mesorhizobium enthalt mindestens eine
Spezies, die in der Lage ist, eine w-Transaminase zu produzieren, die B-Phenylalanin umsetzt
[175]. Ein Sequenzvergleich aller Proteine von M. loti mit der Sequenz von StoTA ergab mehr
als 100 Treffer. Unter den 50 besten Ergebnissen befinden sich mehr als 10
Aminotransferasen. Daher wurde M. /loti bestellt. Ein erster Aktivitatstest mit dem
Rohextrakt verlief positiv. Der Extrakt zeigte Aktivitat mit B-Homoalanin als Aminodonor und
a-Ketoglutarat als Aminoakzeptor. Da aber bereits eine Publikation Uber einen GrofSteil

dieser Enzyme existiert [182], wurde mit diesem Organismus nicht weiter gearbeitet.



Ergebnisse

Fir das Bakterium Microbacterium ginsengisoli wurde ebenfalls eine w-Transaminase
beschrieben [183]. Der einzige verfligbare Vertreter dieser Gattung, Microbacterium
lacusdiani (DSMZ Bestellnummer 29188), war nicht in der Lage, eine der in dieser Arbeit

verwendeten B- oder y-Aminosauren umzusetzen.

Die Gattung Variovorax weist auch zumindest eine Spezies auf, V. paradoxus, die eine w-
Transaminase produziert [90,184]. Ein Abgleich der bei der DSMZ verfiigbaren Stamme mit
der Sequenzdatenbank von NCBI ergab, dass V. boronicumulans sowohl sequenziert, als auch

verfligbar und unter S1 Bedingungen zu kultivieren war.

Um herauszufinden welches Protein von V. boronicumulans eine w-TA sein konnte, wurde
die Sequenz einer bekannten w-TA von S. thermophilus (StoTA) [185] mit den Eintragen der
Proteindatenbank verglichen, die samtliche Proteinsequenzen von V. boronicumulans im
Einbuchstaben-Code enthélt. Das beste Ergebnis (Abb. 17) wurde im zweiten Schritt mit

einem potenziellen Motiv flir aromatische w-TAs [4] verglichen.
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Range 1: 23 to 445

Score Expect Method Identities Positives Gaps
247 bits(630) 7e-82 Compositional matrix adjust. 156/428(36%) 227/428(53%) 33/428(7%)

Query 27 FEAQTRYMPGAMNSRSVLFYAPFPLTIAKGEGASLWDADGHRYTDFIAEYTAGVYGHSAPE 86
FE R +PG M+R+ ++ AP+P A+G GA + DADG DF+ YTA ++GH+ P+
Sbjct 23 FERARRVLPGGMTRTTVYSAPYPPYAARGRGAVIVDADGEERLDFVNNYTALIHGHADPD &2

Query 87 IREAVIEAMOGGINLTGHNLLEGRLAQTICERFPQVEQLRFTNSGTEANLMALTAALRFT 146
I EAVI + G+ E L&+ + ER P ++Q+RFTNSGTEA +MA+ AA +T
Sbjct 83 INEAVIRQLADGVAFAMPTEHEIALAELLTERVPSLQQVRFTNSGTEAVMMAIKAARAYT 142

Query 147 GRRKIVVFSGGYHGGVLGF----------- GDOPSPTTVPF---------- DFLVLPYND 185
GR +I F G YHG F G+ P P+ +VLP+ND
Sbjct 143 GRPRIAKFDGCYHGS-YDFAEVSTQSSGKPGEDGFPVATPYTGGTPQAVLDSVVVLPEND 281

Query 186 ADTARAQIDEHGADIAAILVEPMQGASGCIPGGREFLQTLRGGATRVGALLVFDEVMTSR 245
D I++H ++A8+L++P + G P FLQ LR G +L+FDEV++ R
Sbjct 282 IDGTERLIEQHRDELAAVLIDPNPRSLGLYPAEPAFLQRLREITRAYGIVLIFDEVISLR 261

Query 246 LGPHGLANGLGIRADLTTLGKYIGGGMSFGAFGGRADVMAQFDPRTGA--LAHSGTEMNNN 383
G+ + LG+ DLT +GK IGGG GA GG A+VM+ FDP G H GTEN N
Sbjct 262 SDYGGMOQSWYLGVTPDLTAMGKIIGGGFPVGAVGGSAEVMSVFDPTGGPPRAPHGGTFNAN 321

Query 384 VMTM&&GY&GLTQLFTPEA&QALAERGEﬂMRSRLNALCEREGU&MQFTGUGSLMNAHFLR 363
+THM AG + +L TP LA G+ +R+ + + GV Q TG G5L + H
Sbjct 322 PVTMVAGLTAMREKL- TPAEFDRLATLGQQLR&GVEEVLREAGVPGQVTGYGSLFHIHLHQ 388

Query 364 GEVRRVAD----- LAAVDGRLRQLLFFHLLKEGIYTSPRGFVVLSLPLSAQDIDRYWVAAY 418
R +AD L+A + + L+ GI+ +P F LS P+ +++ +V A
Sbjct 381 ---RPLADYRNSVLSAQERAFVGRVHEALMGRGIFITPALFGCLSTPMGVPEVEAFVDAF 437

Query 419 GSFIEACR 426
+ ++ R
Sbjct 438 AAALQDAR 445

Abbildung 17: Sequenzvergleich VboTA und StoTA. Query: Sequenz der méglichen w-Transaminase von V. boronicumulans.

Shjct: Sequenz der StoTA. In der mittleren Zeile sind Aminosduren angegeben, die in beiden Sequenzen identisch sind, ein ,,+“
markiert Stellen, an denen sich Aminoséduren mit dhnlichen biochemischen Eigenschaften.

Ein Homologievergleich der Sequenz von VboTA (V. boronicumulans w-Transaminase) mit

der eines potentiellen Motivs flir aromatische w-Transaminasen [184] hat ergeben, dass

VboTA sehr gut mit dem Motiv libereinstimmt (Abb. 18).
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Range 1: 1 to 69

Score Expect Method Identities Positives Gaps
134 bits(336) 5e-44 Compositional matrix adjust. 61/69(88%) 64/69(92%) 0/69(0%)

Query 17 TDGNPESLRRFEAQTRYMPGANSRSVLFYAPFPLTIAKGEGASLWDADGHRYTDFIAEY[l
TD NP S R+FEAQ RYMPGANSRSVLFYAPFPLTIA+GEGA+LWDADGHRY DFIAEY[
Sbjct 1 TDANFASQRQFEAQARYM?GANS?S\‘I{LFYAPF‘IFI’L'%IARGEGAALNDA.LI‘)(‘}THRYAQFFIAgﬁT

76

60

Query 77 AGVYGHSAP 85
AGVYGHSAP
Sbjct 61 AGVYGHSAP 69

A
|

Abbildung 18: Vergleich von VboTA mit einem potentiellen Motiv von w-Transaminasen. Query: Sequenz des Motivs. Sbjct:
Ausschnitt der VboTA Sequenz. Die potentielle funktionelle Doméne des Motivs befindet sich in der Box. Griine Pfeile
markieren Grenzen der Sekunddrstrukturen, rote Pfeile die konservierten Reste, die fiir die Funktion von aromatischen 8-
Transaminasen wichtig zu sein scheinen.

Da V. boronicumulans ein Protein enthilt, das sowohl gut mit der Sequenz von StoTA
Ubereinstimmt, als auch alle essentiellen Reste des potenziellen Motivs enthélt, wurde der
Stamm als Lyophilisat bei der DSMZ bestellt (Bestellnummer 21722) und unter den bei der

DSMZ empfohlenen Bedingungen kultiviert.

Zusatzlich zu den Ergebnissen der Homologiesuchen wurde der Rohextrakt von V.
boronicumulans auf Aktivitat mit B-Phenylalanin, B-Homoalanin und 4-Aminopentansdure
getestet. Da der Test positiv war (Abb. 19), wurde das Gen bestellt, das fir das Protein mit

der NCBI Accession-Nummer WP_095950167.1 codiert.



Ergebnisse

0,265
0,26

0,255

o
~
[ ]

(=]
[
-
(%]

'

0,24

0,235

0,23

0,225

0,22
B-F

Abbildung 19: Aktivitdtstest mit dem Rohextrakt von V. boronicumulans. Dargestellt ist die Menge an umgesetztem
Aminoakzeptor in mmol L1 unter Verwendung verschiedener Aminodonoren nach einstiindiger Inkubation bei 30 °C. 8-F: 8-
Phenylalanin, 8-HA: B-Homoalanin, 4-AP: 4-Aminopentansdure.
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3.1.2. Klonierung und Expression von VboTA

Die Gensequenz, die flir VboTA codiert, wurde bei Eurofins geordert. Die vollstandige

Sequenz ist im Anhang zu finden.

Die Sequenz wurde im pEX-Vektor geliefert und aus diesem mit Hilfe von Ndel und Xhol
herausgeschnitten und anschlieRend in den pET 21 b (+) Vektor gebracht (Abb. 20), damit die
Enzymproduktion mittels Laktose oder IPTG induzierbar ist und das Enzym mit einem His-Tag

versehen wird.
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Abbildung 20: Vektorkarte von vbota in pET 21 b (+).

Nach der Klonierung wurde E. coli XL1 blue mit dem Konstrukt transformiert, um das Plasmid
zu amplifizieren. Die Sequenz der Plasmide wurde mittels Sanger-Sequenzierung auf
Korrektheit Uberprift. E. coli DE3 wurde anschlieBend mit Plasmiden mit fehlerfreier

Sequenz transformiert und zur Proteinproduktion verwendet.

Zunachst wurde in einem kleinen Versuch getestet, ob die Produktion des funktionsfahigen
Enzyms in E. coli BL21 DE3 moglich ist. Dazu wurde eine 60 ml Kultur des
Produktionsstammes angeimpft, der mit dem Plasmid (Abb. 20) transformiert wurde. Nach 2
Stunden Wachstum wurde diese Kultur in zwei 30 ml Kulturen geteilt. Eine wurde mit 0,5
mmol L IPTG induziert, die andere nicht. Die Zellen wurden zwei weitere Stunden spéater

geerntet (Abb. 21). Der Stamm wird im Folgenden E. coli BL21 DE3 VboTA genannt.
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Abbildung 21: Wachstumskurven E. coli BL21 DE3 VboTA, induziert und nicht induziert. Gelb: induziert, grau: nicht induziert.

Abb. 21 zeigt, dass die Produktion des Enzyms das Wachstum nicht behindert. Im Anschluss
an die Ernte wurden die Zellen aufgeschlossen, um zu priifen, ob VboTA von den Zellen
produziert wurde. Um sicherzustellen, dass die Aktivitdat in den nachfolgenden Tests von
VboTA stammt und nicht von einem Enzym von E. coli, das zufallig produziert wird, wurde
ein weiterer Stamm konstruiert, der mit dem pET 21 b Vektor transformiert wurde. Dieser
Vektor enthielt nicht das Gen vbota, das fiir VboTA codiert. Dieser Stamm wurde unter den
gleichen Bedingungen wie die Produktionsstamme kultiviert und induziert. Der Extrakt

dieses Kontrollstammes zeigte keine w-Transaminaseaktivitat.
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Abbildung 22: 1D SDS-Gel (links) und entsprechender Westernblot (rechts) der verschiedenen Reinigungsschritte von VboTA.
Ein Monomer des Enzyms wiegt inklusive His-Tag etwa 47,2 kDa. RE: Rohextrakt, D2: zweiter Durchlauf durch die Ni-NTA-
Agarose, W1, W2: Waschschritte 1+2, M: Marker, E1-3: Eluat 1-3. Die Pfeile markieren die Banden mit passender GréfSe.

Ein Monomer von VboTA hat inklusive His-Tag ein Molekulargewicht von etwa 47,2 kDa. Auf
dem 1D-Gel sind Banden mit passender GroRe zu sehen (Abb. 22, links). Da VboTA C-
terminal einen His-Tag enthalt, konnte das Enzym im Westernblot spezifisch mit einem Anti-
His Antikorper (Anti His Rabbit pAB, MicroMol, Katalognummer 413) gebunden und
anschlielfend mit einem sekunddren Antikorper (Goat anti Rabbit, Katalognummer 6722,
Abcam, Cambridge, UK) markiert werden, der eine alkalische Phosphatase tragt und
spezifisch an den ersten Antikérper bindet. Durch Zugabe von NBT/BCIP (NBT/BCIP-
Gebrauchsfertige Tabletten, Katalognummer 11697471001, Roche, Basel, Schweiz) nach
Herstellerprotokoll farbten sich die Bereiche violett, an denen der sekundare Antikorper
gebunden hat. Die gefdarbten Banden, die auch die passende GrofRe haben, zeigen, dass

sowohl die Expression in E. coli DE3 als auch die anschlieBende Reinigung funktionieren

(Abb. 22, rechts).

Das gereinigte Enzym konnte filir Aktivitatstests verwendet werden. Zunachst wurde

festgestellt, welcher der verfligbaren Amino-Akzeptoren am besten geeignet ist. Da VboTA
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zu der Aspartat-Familie gehort und eine Glutamat-Bindedomane besitzt, wurden neben
Pyruvat, einem Standard-Akzeptor, Oxalacetat und a-Ketoglutarat als Akzeptoren
verwendet. Zeitgleich wurde gepriift, ob ein héherer oder ein niedrigerer pH-Wert einen

positiven Einfluss auf die Aktivitat hat.

3.1.3. Aktivitatstests mit VboTA
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Abbildung 23: Aktivitdt von VboTA in umol min* ug™* Enzym nach 1 h bei 30 °C und pH 8.0 bzw. 9.0 unter Verwendung von
verschiedenen Aminoakzeptoren und mit 8-F und 8-HA als Aminodonoren. Jede Bedingung wurde in Duplikaten
durchgefiihrt, die Standardabweichung ist ebenfalls angegeben. PYR: Pyruvat, OG: a-Ketoglutarat, OA: Oxalacetat. 8-F: 8-
Phenylalanin, 8-HA: 8-Homoalanin, 4-AP: 4-Aminopentansdure.

Der erste Aktivitatstest hat ergeben, dass VboTA B-Aminosduren desaminieren kann (Abb.
23). Bei Verwendung von B-Homoalanin ist pH 9 von Vorteil, da hier eine etwa dreifach
héhere Aktivitat zu messen ist, 0,65 U pg™* im Gegensatz zu 0,23 U pg™ bei pH 8. AuRerdem
hat sich herausgestellt, dass a-Ketoglutarat der beste Aminoakzeptor ist. Bei beiden pH-
Werten wurde bei Verwendung von B-Phenylalanin als Donor eine etwa 2,5-fach héhere
Aktivitat als mit Pyruvat oder Oxalacetat gemessen. Mit B-Homoalanin als Donor und a-

Ketoglutarat als Akzeptor ist nur bei pH 9 ein Unterschied im Umsatz zu messen. Hier ist die
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Aktivitat etwa doppelt so hoch wie bei den beiden anderen Akzeptoren, Pyruvat und
Oxalacetat. Mit der getesteten y-Aminosaure, 4-Aminopentansaure, konnte mit keinem

Akzeptor Umsatz gemessen werden, weder bei pH 8 noch bei pH 9.
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Abbildung 24: Von VboTA umgesetztes a-Ketoglutarat, nach 1 h bei 30 °C und pH 9 (blau), und nach 3 h bei 30 °C und pH 9
(orange). Die Menge an umgesetztem a-Ketoglutarat in mM mit verschiedenen Aminodonoren ist angegeben. 8-F: 8-
Phenylalanin, 8-HF: 8-Homophenylalanin, 8-L: 8-Leucin. Jede Messung erfolgte in Triplikaten, die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an.

Nachdem feststand, dass a-Ketoglutarat der beste Akzeptor ist und bei pH 9 bessere
Umsatze erzielt werden, wurden B-Homophenylalanin und B-Leucin unter diesen
Bedingungen als Donoren verwendet. Der Umsatz von B-Leucin erfolgte dhnlich schnell wie
der von B-Phenylalanin. Beide Substrate erzielten ihren maximalen Umsatz innerhalb einer
Stunde, der auch nach langerer Inkubation nicht mehr gestiegen ist. Der Umsatz von [-
Homophenylalanin war deutlich langsamer (Abb. 24). Hier wurde nach 3 h ein hoherer

Umsatz festgestellt als nach 1 h.

Um zu testen, ob VboTA nur eine B-Aktivitat zeigt, wurde auch a-Alanin als Aminodonor
eingesetzt. AuRerdem wurden B-Alanin und die Amine Spermin, Spermidin und Putrescin als
potenzielle Aminodonoren getestet. Weder mit a- noch mit B-Alanin konnte Aktivitat
festgestellt werden. Die getesteten Amine Spermin, Spermidin und Putrescin wurden

ebenfalls nicht desaminiert.
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3.1.4. Bestimmung von Temperatur und pH Optimum sowie der Thermostabilitat
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Abbildung 25: Relative Aktivitdt von VboTA mit verschiedenen Aminodonoren (blau: 8-Phenylalanin, orange: 8-Homoalanin)
bei Temperaturen zwischen 20 und 50 °C. Als Aminoakzeptor wurde a-Ketoglutarat verwendet. Der hichste Aktivitédtswert
wurde als 100 % Wert verwendet. Alle anderen Werte wurden in Relation gesetzt. Die Berechnung wurde fiir jede Messreihe
separat durchgefiihrt. Jede Messung erfolgte in Triplikaten, die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Die Aktivitatsbestimmung bei Temperaturen zwischen 20 und 50 °C haben ergeben, dass das
Temperaturoptimum fiir den Umsatz von B-Phenylalanin bei etwa 32 °C und das fiir B-
Homoalanin bei 30 °C liegt (Abb. 25). Allerdings liegen die relativen Aktivitaten fiir beide
Donoren bei diesen Temperaturen zwischen 98,8 und 99,5 % sehr nah beieinander, so dass
die zwei Grad Temperaturunterschied kaum merklich sind. Die Bestimmung des
Temperaturoptimums hat auch ergeben, dass die Aktivitdit mit B-Phenylalanin generell
deutlich hoher ist, als mit B-Homoalanin. Auch zeigt der Kurvenverlauf fiir f-Homoalanin

einen scharferen Peak als der fiir B-Phenylalanin.
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Abbildung 26: Relative Aktivitét von VboTA mit 8-Phenylalanin, nach einstiindiger Inkubation des Enzyms bei Temperaturen
zwischen 20 und 90 °C. Die Probe, die bei 4 °C gelagert wurde, diente als 100 % Wert. Die Aktivitéten der (ibrigen Proben
wurden in Relation zu dem 100 % Wert gesetzt. Jede Messung erfolgte in Triplikaten, die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an.

Die Messung der Temperaturstabilitdt hat ergeben, dass VboTA sehr temperaturanfallig ist.
Schon eine Stunde bei Raumtemperatur fihrt zu einem Aktivitatsverlust von etwa 25 % im
Vergleich zu bei 4 °C gelagertem Enzym. Ein Aliquot, dass eine Stunde bei 50 °C gelagert
wurde, hat nur noch 10 % Restaktivitat (Abb. 26).
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3.1.5. Produkt- und Eduktinhibition
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Abbildung 27: Substrat/Produkt Inhibition. Die Aktivitdt von VboTA bei pH 9 und 30 °C, in Anwesenheit verschiedener
Konzentrationen von L-Glutamat (gelb), D-Glutamat (grau), a-Ketoglutarat (griin) und 8-Phenylalanin (blau) wurde
bestimmt. Die hochste Aktivitdt jedes Ansatzes wurde als 100 % Wert verwendet, die anderen Werte wurden in Relation
gesetzt. Jede Messung wurde in Triplikaten durchgefiihrt, die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

VboTA kann sowohl durch ein Edukt (a-Ketoglutarat) als auch durch ein Produkt (L-
Glutamat) inhibiert werden (Abb. 27). Die Inhibition durch a-Ketoglutarat ist starker als die
von L-Glutamat. Bei der héchsten getesteten Konzentration (20 mmol L) hat a-Ketoglutarat
die Aktivitat von VboTA um 67,9 % gesenkt. Der inhibitorische Effekt durch L-Glutamat
beschrankte sich auf 25,1 %. D-Glutamat zeigte keine Hemmung. Eine Edukt-Hemmung
durch B-Phenylalanin wurde bis zu einer Konzentration von 34 mmol L nicht beobachtet.
Eine Inhibition durch das Produkt der Desaminierung von [-Phenylalanin, 3-Keto-3-
phenylpropionsdure, wurde nicht untersucht, da es nach der Desaminierung zu einer
spontanen Decarboxylierung kommt und das Molekil somit nicht mehr fir eine Inhibition

zur Verfligung steht.
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3.1.6. Bestimmung des Oligomerisierungsgrades von VboTA

Um den Oligomerisierungsgrad von VboTA zu bestimmen, wurden zunachst die
Retentionszeiten von Proteinen mit bekannter Grolie mittels
GroRenausschlusschromatographie gemessen. Um das Saulenvolumen zu bestimmen, wurde
Blue Dextran eingespritzt, da es einen scharfen Peak liefert. Das Eluat wurde bei 280 nm

gemessen, da aromatische Aminosauren bei dieser Wellenlange absorbieren.

Die Messung von Blue-Dextran ergab ein Porenvolumen von 8,77 ml.

Als nachstes wurden zwei Enzymmischungen Uber die Sdule aufgetrennt. Mischung 1
enthielt Ferritin (440 kDa) und Ovalbumin (42,8 kDa), Mischung 2 Katalase (240 kDa) und
BSA (66,4 kDa). Auch hier wurde das Eluat wieder bei 280 nm gemessen. Die gemessenen
Retentionszeiten wurden fir das Erstellen einer Standardkurve zur Bestimmung der

molekularen Masse der nativen VboTA verwendet.

Der Peak der Katalase erscheint bei 12,41 ml. Das Ovalbumin liefert einen Peak bei 15,23 ml.

Der Ferritinpeak erscheint bei 10,57 ml, BSA eluiert nach 14,04 ml.
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Abbildung 28: Messung der Standards zur Bestimmung des Molekulargewichts der nativen VboTA. Dargestellt ist die
Retentionszeit in Abhdngigkeit des Molekulargewichtes (logarithmische Skala) der Standardproteine. Log MW:
logarithmisches Molekulargewicht.

Die Standards lieferten eine Gerade mit der Gleichung y=-0,2854x + 0,8951 (Abb. 28). In
diese Gleichung wird der Messwert fiir VboTA eingesetzt, um das Molekulargewicht des

nativen Proteins zu bestimmen.

Das Einsetzen der Messwerte fir den VboTA Peak in die Geradengleichung ergibt fiir die

erste Messung ein Molekulargewicht von etwa 127,57 kDa.
Die Messung liefert den Oligomerisationsgrad:

127,57 kDa/47,2 kDa = 2,70

Eine weitere Messung lieferte 1,38 als Oligomerisationsgrad.

Der Oligomerisationsgrad konnte nicht eindeutig bestimmt werden. Der erhaltene Wert
deutet eher auf ein Dimer als auf ein Monomer hin, was auch zur Literatur passt, da die

meisten w-Transaminasen als Dimer vorliegen [186].
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3.1.7. Bestimmen kinetischer Konstanten von VboTA

Fir die Substrate a-Ketoglutarat, B-Homophenylalanin, B-Leucin, B-Homoalanin und [-
Phenylalanin wurde der Km-Wert, Vmax, Kcat und der E-Wert bestimmt. Km und Vmax fir a-
Ketoglutarat wurde mit Phenylalanin als Aminodonor bestimmt. Fir die Bestimmung von

Kcat wird von einem Dimer ausgegangen.

Tabelle 19: Kinetische Konstanten von VboTA.

Substrat Km [mmol L'} Vmax [umol kcat [s?]  E (kcat/Km) [L mmol?ts?]
min]

a-Ketoglutarat 21+04 249120 342127 16.2+1.3

B-Homophenylalanin 0.7+0.2 1.1+£0.05 1.6 £0.07 2.2+0.1

B-Leucin 447 +1.2 485+1.2 66.5t7.1 1.5+0.2

B-Homoalanin 44+0.3 1.4+0.2 2.0+0.2 0.45+0.05

B-Phenylalanin 24,7 +3.8 20.5+2.4 28.1+3.3 1.1+0.1

Die gemessenen kinetischen Konstanten passen zu den gemessenen Umsatzen (vgl. Abb. 23
und 24). So wird B-Leucin gefolgt von B-Phenylalanin mit der hochsten Vmax umgesetzt (Tab.
19). Die Maximalgeschwindigkeit von a-Ketoglutarat wurde mit B-Phenylalanin bestimmt.

Daher passen die Werte der anderen Aminodonoren nicht zu dem von a-Ketoglutarat.
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Tabelle 20: Mit VboTA erzielte Enantiomeren-Uberschiisse (ee) der angegebenen Enantiomere, sowie die
Endkonzentrationen der verbleibenden Enantiomere nach 24 h, a-KG: o-Ketoglutarat.

(S)-p-

Homophenylalanin

(R)-B-Leucin (S)-B-Homoalanin (R)-B-Phenylalanin

Substrat | ee [%] ¢ [mM] ee [%] ¢ [mM] ee [%] ¢ [mM] ee [%] ¢ [mM]

Pyruvat  46.7+0.9 257+0.1 >99.9 26.2+0.2 299.9 248+£0.7 299.9 25.6 £0.6

a-KG 61.6+14 255+02 568+02 257402 65605 251100 621+24 25840.1

Bei hoheren Substratkonzentrationen hat sich Pyruvat als besserer Aminoakzeptor
herausgestellt. Nach 24 h konnte mit Pyruvat ein Enantiomeren-Uberschuss von >99,9 % mit
drei von vier Aminodonoren erreicht werden. Der héchste Uberschuss mit a-Ketoglutarat
nach dieser Zeit betragt 65,6 %. Einzig mit B-Homophenylalanin konnte mit a-Ketoglutarat
ein héherer Enantiomeren-Uberschuss erzielt werden (61,6 + 1,4 % statt 46,7 + 0,9 %) (Tab.
20). VboTA desaminiert das (R)-Enantiomer von B-Homophenylalanin und B-Homoalanin.
Von B-Leucin und B-Phenylalanin wird das (S)-Enantiomer desaminiert. Das bedeutet, dass

das Enzym D-spezifisch ist.

3.1.8. Stabilitatstest von VboTA

Zur Untersuchung der Aktivitdt Uber die Zeit bei unterschiedlichen Lagertemperaturen
wurden Aliquots des gereinigten Enzyms mit 0, 10, 20 und 50 % v/v Glycerin versetzt und
anschlieBend bei 4 und -20 °C gelagert. Uber einen Zeitraum von etwa 26 Wochen wurde die
Aktivitat der Aliguots gemessen. Die Bestimmung der Aktivitdt wurde durch den Umsatz von
a-Ketoglutarat bei pH 9 und 30 °C nach 30 min gemessen. Als Aminodonor diente B-

Phenylalanin.
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Abbildung 29: Zeitverlauf der Aktivitdtsabnahme von VboTA. Die Proben enthielten 0, 10, 20 und 50 % v/v Glycerin und
wurden liber mehrere Monate bei 4 °C im Dunkeln gelagert und wiederholt auf Restaktivitit getestet. Dargestellt ist die
Menge umgesetztes a-Ketoglutarat [mmol L] pro ug Enzym nach 30 min, mit Standardabweichung. N=3. Ab Tag 95 wurde
fiir die Probe ohne Glycerin neuer Extrakt verwendet, da der alte aufgebraucht war.

Der Stabilitatstest hat ergeben, dass VboTA bei 4 °C lange haltbar ist und nur langsam an
Aktivitat verliert (Abb. 29). Glycerin, das als Schutz vor dem Einfrieren bei den -20 °C Proben
wichtig ist, scheint hier zu stéren. Am besten hat der Ansatz ohne Glycerin abgeschnitten.
Die Aktivitat ist hier am hochsten und die Schwankungen sind niedriger als bei den Glycerin-
haltigen Proben. Auch die Restaktivitat ist bei der Glycerin-freien Probe héher als bei den
Glycerin-haltigen. Selbst nach 52 Tagen sind bei der Glycerin-freien Probe noch mehr als 95
% Restaktivitat zu messen. Bei den Glycerin-haltigen Proben war nach derselben Zeit
weniger Restaktivitdt zu verzeichnen. Die 10 und 20 % Glycerin-Proben lieferten ein
ahnliches Ergebnis mit 81 bzw. 84 % Restaktivitat, bei Anwesenheit von 50 % Glycerin lagen
nach 52 Tagen nur noch 79 % der Ursprungsaktivitdt vor. Die absoluten Aktivitdten der
Glycerin-haltigen Proben sind ebenfalls niedriger als bei der Glycerin-freien Probe. Das lasst
sich durch die niedrigere Enzymkonzentration erklaren, da bei allen Tests 10 pl der
Enzymlosungen eingesetzt wurden. Die Ursprungsaktivitaten der verschiedenen Ansdtze
passen zu den Konzentrationen, so hat die 10 % Glycerin-haltige Probe 90 % der

Ursprungsaktivitat der Glycerin-freien Probe, die 20 % Probe liefert etwa 80 % Aktivitat der
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unverdiinnten Probe. Nur die 50 % Glycerin-Probe liefert mit 64 % Aktivitdt einen deutlich

hoheren Wert als zu erwarten war.

0,6
WTag0

0,5
o mTagl
k=
= F mTag14
o 0,4
T Tag 23
b I
= WmTag 29
© 0,3
E ETag 43
E; WTag 52
@ 0,2
x> W Tag 60
o]
- W Tag 66
= 01 I
e W Tag 95
£ iI WTag113

0 =
0% Glycerin -20°C 10 % Glycerin -20°C 20 % Glycerin -20°C 50 % Glycerin -20°C WTag184
-0,1

Abbildung 30: Zeitverlauf der Aktivitdtsabnahme von VboTA. Die Proben enthielten 0, 10, 20 und 50 % v/v Glycerin und
wurden liber mehrere Monate bei -20 °C im Dunkeln gelagert und wiederholt auf Restaktivitiit getestet. Dargestellt ist die
Menge umgesetztes a-Ketoglutarat [mmol L] pro ug Enzym nach 30 min, mit Standardabweichung. N=3.

Der Langzeittest bei -20 °C hat ergeben, dass wiederholtes Einfrieren und Auftauen des
Enzyms ohne Glycerin schnell zu einem vollstandigen Aktivitatsverlust fihrt. Glycerin als
Frostschutz fuhrt dazu, dass die Aktivitat lange Zeit erhalten bleibt. Wiederholtes Einfrieren
und Auftauen hat hier keinen grofRen Effekt. Selbst nach etwa 26 Wochen war bei den
Glycerin-haltigen Proben noch mehr als 50 % der urspriinglichen Aktivitat vorhanden. Dabei
scheint die Menge an zugesetztem Glycerin unerheblich zu sein, da der Trend bei allen drei
eigesetzten Konzentrationen ahnlich ist. Die hochste Konzentration, 50 % v/v, scheint sogar
eher hinderlich zu sein, da hier die Aktivitaten etwas niedriger sind als bei den anderen

Konzentrationen und die Schwankungen grof3er sind (Abb. 30).
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3.1.9. Ergebnisse der Enzymproduktionen im Fermenter

Im ersten Fermentationsansatz wurden die Zellen kurz nach dem Animpfen mit 20 %iger
Glukoselosung geflttert. Es wurden {ber 10 min verteilt 23 ml der Glukoselosung
zugegeben, das entspricht etwa 4,6 g Glukose. Dann erfolgte eine 10-minlitige Pause, in der
die Glukose verwertet werden sollte. Das Nasszellgewicht bei dem ersten Versuch betrug
nur 24,7 g. Das konnte daran liegen, dass neben den C-Quellen auch andere Nahrstoffe im

Medium limitierend waren.

In einer Wiederholung des Versuchs wurde das gleiche Rezept verwendet (Abb. 11). Nur das
Medium fir die Fltterung wurde geandert, statt 20 % Glukose in Wasser wurden 40 %
Glukose in LB verwendet. Diese Fermentation lieferte ein Nasszellgewicht von 42,7 g.
Allerdings zeigten Messungen des Glukosegehalts in den Proben, dass noch viel Glukose im
Medium war (siehe 3.1.10.), weswegen in weiteren Versuchen die Verwertungszeit erhoht

wurde.

Mit einer Abwandlung des bisher verwendeten Rezepts wurden zwei weitere Versuche mit
leichten Verdanderungen durchgefiihrt (Abb. 12). Einmal in Prozesseinheit 1 (PU1) wurde die
0,-Sattigung auf 30 % erhoht und im zweiten Ansatz in PU2 wurde der pH-Wert auf 6,5
gesenkt. Die Fltterung erfolgte wieder mit 40 % Glukose in LB, startete aber erst, nachdem
die Kohlenhydrate im Medium verbraucht waren. Die Verwertungszeit betrug bei beiden
Versuchen 30 min. Die langere Verwertungszeit fihrte zu etwas hoheren Zellausbeuten. In
PU1 konnte ein Nasszellgewicht von 49,5 g erhalten werden. PU2 lieferte ein Pellet von 48,3
g. Die VboTA Ausbeute betrug 29,7 mg in PU1 und 28,9 mg in PU2. Pro g Zellpellet wurden

bei beiden Ansatzen etwa 600 ug des Enzyms erhalten.

Der Versuch mit Autoinduktionsmedium war noch erfolgreicher, es konnte ein 65,7 g

schweres Pellet gewonnen werden. 1 g dieses Pellets lieferte 860 pug VboTA.

3.1.10. Ergebnisse der Glukosemessungen

Nach dem ersten Fermentationsversuch wurde die verbleibende Glukosemenge in den

genommenen Proben bestimmt, um zu priifen, ob die Verwertungszeit lang genug gewahlt
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wurde. Da eine hohe Glukosekonzentration das Wachstum und die Proteinproduktion von E.
coli hemmt, ist es wichtig, die Zellen nicht zu Gberfittern. Die Proben wurden vor und nach
der Fltterung genommen, um zu vergleichen, wie hoch die Konzentration vor der Zugabe

war und wie stark sie durch die Flitterung erhoht wurde.

Der Test hat ergeben, dass der Glukosegehalt bei allen Proben in der Sattigung war. Die Zeit
fur die Verwertung war also deutlich zu kurz. Daher wurde die Glukose in nachfolgenden
Fermentationsansatzen langsamer zugefiittert und die Fltterung (ber den
Sauerstoffverbrauch gesteuert, da so nur zugefiittert wird, wenn die bisherige Glukose

verbraucht ist.

3.1.11. Strukturelle Vergleiche zweier Gruppen von w-Transaminasen

Es wurde untersucht, ob es konservierte Bereiche gibt, die w-TAs wie VboTA, die
aromatische und aliphatische Aminosduren als Substrat akzeptieren, von anderen w-Tas
unterscheiden, die nur aliphatische Aminosauren als Substrat akzeptieren. Dazu wurden
multiple Alignments fur die Sequenzvergleiche erstellt (Abb. 31, 32 + 35). AnschlieRend
wurden konservierte Aminosdurereste identifiziert und in den 3D-Strukturen markiert (Abb.

33 und 34).

Zunachst wurden drei Sequenzen von w-Transaminasen, die nur aliphatische Aminosduren
als Substrat akzeptieren, miteinander verglichen um konservierte Bereiche zu finden (Abb.

31).
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MSAAKL---PDL---SHLWMPFTANRQFKANPRLLAS-AKGMYYTSFDGRQILDGTAGLWCVNAGHCREEIVSAIASQAG
MOKORTTsqWRELDAAHHLHPFTDTASLNQAGARVMTRGEGVYLWDSEGNKI IDGMAGLWCVNVGYGRKDFAEAARROME

MNEPQS---WEARAETYSLYGFTDMPSLHQRGTVVVTHGEGPY IVDVNGRRY LDANSGLWNMVAGFDHKGLIDAAKAQYE

VM-DYAPGFQLGHPLAFEAATAVAGLMPQCLDRVFFTNSGSESVDTALKIALAYHRARGEAQRTRLIGRERGYHGVGEFGG
ELPFYNTFFKTTHPAVVELSSLLAEVTPAGFDRVEFYTNSGSESVDTMIEMVRRYWDVQGKPEKKTLIGRWNGYHGSTIGG

RFPGYHAFFGRMSDQTVMLSEKLVEVSPFDSGRVFYTNSGSEANDTMVEMLWFLHAAEGKPQKRKILTRWNAYHGVTAVS

ISVGGISPNRKTFsGALLPAVDHLPHTHSLEENAFTRGQPEWGAHLADELERIIALHDASTIAAVIVEPMAGSTGVLVPP
ASLGGMKYMHEQG-DLPIPGMAHIEQPWWYKHGK-DMTPDEFGVVARRWLEEKI LEIGADKVAAFVGEPIQGAGGVIVPP

ASMTG-KPYNSVF-GLPLPGFVHLTCPHYWRYGEEGETEEQFVARLARELEETIQREGADT IAGFFAEPVMGAGGVIPPA

KGYLEKLREITARHGILLIFDEVITAYGRLGEATARAYFGVTPDLITMAKGVSNAAVPAGAVAVRREVHDAIVNGPQGGT
ATYWPEIERICRKYDVLLVADEVICGFGRTGEWFGHQHFGFQPDLFTAARKGLSSGYLPIGAVFVGKRVAEGLIAGG————

KGYFQAILPILRKYDIPVISDEVICGFGRTGNTWGCVTYDFTPDAIISSKNLTAGFFPMGAVILGPELSKRLETAIEAIE

EFFHGYTYSAHPLAARAVLATLDIYRREDLFARA-RKLSAAFEEAAHSLEKGA-PHVIDVRNIGLVAGIELSPREGAPG--
DFNHGFTY SGHPVCAAVAHANVAALRDEGIVQRVKDDIGPYMOKRWRETFSRIEHVDDVRGVGMVQAFTLVKNKAKRELF

EFPHGFTASGHPVGCAIALKAIDVVMNEGLAENV-RELAPRFEERLKHIAER-PNIGEYRGIGFMWALEAVKDKASKTPF

———-ARAREAFQKCFDT GLMVRYTGDILAVSPPLIVDENQIGQIFE----GIGKVLKEVA---—- 440
PDF----GEIGTLCRDI [4 | NLIMRACGDHIVSAPPLVMIRAEVDEMLAVAERCLEEFEQTLKARGLA 459
DGN1SVSERIANTCTDL GLICRPLGQSVVLCPPFILTEAQMDEMFDKLEKALDKVFAEVARAALE 458

Abbildung 31: Alignment von w-Transaminasen, die nur aliphatische Aminoséuren als Substrat akzeptieren.

Aminosdurereste, die in allen Sequenzen identisch sind, sind rot gefdrbt. Ausgegraute Aminosduren markieren Stellen, an

denen es in einer oder mehreren Sequenzen Liicken gibt. Query_10001: Sequenz von Achromobacter denitrificans [187].
Query_10002: Sequenz von Chromobacterium violaceum [188]. Query _10003: Sequenz von Vibrio fluvialis. [87].
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Im Anschluss erfolgte ein Sequenzvergleich von vier w-Transaminasen, die aliphatische und

aromatische Aminosauren umsetzen konnen. Auch hier wurden identische Aminosauren

markiert (Abb. 32).

~'71 ~
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Query 10001 1 MSSGSRRGG——————  ——————— NVYREPGSAAADLFERARRVLPGGNTRTTVYSAPYPPYAARGRGBVIVDADGEER 64
Query 10002 1 MNEPIGEPGrspASD[5] QAIARARNTFARDNPVSAGHHERARRSMPGGNTRSILFHRPFPLVIAQGTGSREFQDVDGHAY 82
Query 10003 1 MT-——-T-———- ATD QATAQAHQRFTDGNPESLRRFEAQTRYMPGANSRSVLFYAPFPLTIAKCECASLWDADGHRY €8

Query_ 10004 1 MHSATGT————— ATD SALAETTARYRARNPGSERLLRKAADVLPAGNTRSVLFYTPFPLYMARGEGCHLWDADGHRY 72

Query 10001 &5 LDEVNNYTALIHGHADPDINEAVIRQLADGVAFAMPTEHEIALAELLTERVPSLOQQVRFTNSGTEAVMMATIKAARAYTGR 144
Query 10002 83 VNFLGEYTAGLFGHSHPVIRAAVERALAVCLNLSTQTENEALFAEAVCDRFPSIDLVRFTNSCTERANLMATATATATITCR 162
Query 10003 69 TDFIAEYTAGVYGHSAPEIREAVIEAMQGGINLTGHNLLEGRLAQTICERFPQVEQLRFTNSCTEANLMATLTAALRFTCR 148

Query 10004 73 LDALGEFTAGIYGHSNPVIRQAIVAALYDCLSLSSHTAREAALAHEIQRRFPGMALLRFTNSCTEANLMATAAATAHTGR 152

Query 10001 145 PRIAKFDGCYHGSYDFA[10]GEDGFPVATPY[10]SVVVLPFNDIDGTERLIEQERDELAAVLIDPNPRSLGLYPAEPA 236
Query 10002 163 KTVLAFDGGYHGGLLNF ASGHAPTNAPY HVVLGVYNDVEGTADLLEKRHGHDCRAILVEPMLGAGGCVPAERR 234
Query 10003 14% EREIVVFSGGYHGGVLGF GDQPSPTTVEF DFLVLPYNDADTARAQIDEEGADIAAILVEPMQGASGCIPGGRE 220

Query 10004 153 REVLVFNGAYHGGVLSF GGGGSPVNVEPH DFVVAPYNDLDAVRGLVQTHGPQLAATTLVEFPMLGAGGCIPAEFA 224

Query 10001 237 FLQRLREITRAYGIVLIFDEVISLRSDYGGMQSVLGVTPDLTAMGKIIGGGFPVGAVGGSAEVMSVEFDPTGGPPRAPHGG 316
Query 10002 235 FLDLLEAEASRCGALLIFDEVMTSRELSGGCAQEMLGISADLTTLCKYIGGGMSFCAFGCRRDLMERFDPARDGAFA-HAG 313
Query 10003 221 FLQTLRGGATRVGALLVFDEVMTSRLGPHGLANGLGIRADLTTLGKYIGGGMSFGAFGGRADVMAQFDPRTG-ALA-HSG 298

Query 10004 225 FLHGLRALADACGALLILDEVMTSRLSGGGROALLGLKPDLTTLGKYFGGGLSFGAFGGRVDVMSRFDPRRADALG-HAG 303

Query 10001 317 TFNANPVTMVAGLTAMREKLIPAEF-DRLATLCQQLEAGVEEVLREAGVPGQVTCYGSLFHIHLHQRPLADYRNSVLSAQE 395
Query 10002 314 TFNNNILTMSAGHAALTQIYTRQAASDLSASGDRFRANLNRIAVENQAPLOFTGLGSLGTIHFSRAPIRSAGD--VRAAD 391
Query 10003 299 TFNNNVMTMAAGYAGLTQLFTPEAAAATLAFRGEAMESRLNALCEREGVAMOFTGVGSIMNAHFLRGEVRRVAD--LAAVD 376

Query 10004 304 TFNNNTLTMAAGLAGLTQVLTFAALDALNQRGERLRERLNGVFKRHAVGLQFTGLGSVMQLHATDRPLRNAAD--LAGAD 381

Query 10001 396 RAFVGRVHEALMGRGIFITPALFGCLSTPMGVPEVEAFVDAFARALQDARG————— 446
Query 10002 392 QQLKELFFFHMLRKGIYLAPRGMYALSLEIADAGRDAFAEALADFIGEQRALLM--— 445
Query 10003 377 GRLRQLLFFHLLEEGIYTSPRGFVVLSLPLSAQDIDRYVAAVGSFIEACRPLLLSAGC 433

Query 10004 382 DRVKALLFFDLLERGIFLARRGLVALSLPFGDAEADEFVAALDAVVTARHALLPVAG 438

Abbildung 32: Alignment von w-Transaminasen, die sowohl aliphatische als auch aromatische Aminoséuren als Substrat
akzeptieren. Aminosdurereste, die in allen Sequenzen identisch sind, sind rot geférbt. Ausgegraute Aminoséuren markieren
Stellen, an denen es in einer oder mehreren Sequenzen Liicken gibt. Query_10001: Sequenz von StoTA [174]. Query_10002:
Sequenz von Mesorhizobium sp. LUK [189]. Query_10003: Sequenz von VboTA. Query_10004: Sequenz von Polaromonas sp.
JS666 [158].

Die beiden Alignments wurden miteinander verglichen, um festzustellen, an welchen
konservierten Stellen sich beide Gruppen unterscheiden. Die Unterschiede sind in den Abb.

33 und 34 in einer fir jede Gruppe exemplarischen Struktur markiert.

Ein Sequenzvergleich von drei w-Transaminasen, die nur aliphatische Substrate akzeptieren
(Abb. 31), hat ergeben, dass diese Enzyme an 32 Stellen konservierte Aminosauren besitzen,
die sie von anderen w-Transaminasen unterscheiden. Die Aminosauren sind: F14(36),
T20(37), Y40(59), G55(74), L56(75), W57(76), R110(124), F112(126), S118(132), D122(136),
T123(137), G136(144), R146(154), H178(-), A202(185), L205(188), E206(189), 1209(192),
A214(197), V231(214), P234(217), Y238(221), G263(244), S324(301), H326(303), E343(320),
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R373(351), C407(383), D409(385), L412(392) R415(395) und P426(-). Die Zahlen geben die
Position der Aminosaure in dem V. fluvialis Enzym (5ZTX) an. In Klammern sind die
entsprechenden Stellen in VboTA angegeben. Ein (-) bedeutet, dass es an dieser Stelle eine

Licke im Alignment gibt. Die konservierten Aminosauren sind in Abb. 33 grau dargestellt.

Abbildung 33: Ausschnitt der Struktur von 5ZTX [190] als ein Reprdsentant fiir aliphatische w-TAs. Dargestellt ist ein aktives
Zentrum. Gelb: Monomer A, Griin: Monomer B, Orange: katalytischer Lysinrest. Aminosduren, die in w-Transaminasen
konserviert sind, welche ausschliefSlich aliphatische Aminoséuren als Substrat akzeptieren, sind grau dargestellt und mit
Namen und Position markiert. Diese Reste unterscheiden aliphatische w-TAs von anderen w-TAs.

Bei den vier verglichenen w-Transaminasen, die sowohl aromatische als auch aliphatische
Aminosauren als Substrat akzeptieren (Abb. 32), gibt es an 49 Stellen konservierte Reste.
Diese Stellen unterscheiden diese Gruppe von w-Transaminasen von denen, die nur
aliphatische Aminosauren akzeptieren. Die Stellen sind: N38, P47, T76, A77, P85, G98, E108,
R118, R126, T132, M137, T146, G147, F154, G156, P171, N184, D185, H196, L204, F221,
G250, L255, T262, G265, G269, G270, G278, G279, M284, F287, D288, P289, G298, F300,
N301, N303, T306, M307, G310, L326, R334, Q349, T351, S355, H360, 1392, L402 und A417.

Die konservierten Aminosauren sind in Abb. 34 grau dargestellt.
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Abbildung 34: Ausschnitt der Struktur von VboTA. Dargestellt ist ein aktives Zentrum. Gelb: Monomer A, Griin: Monomer B,
Orange: katalytischer Lysinrest (K266). Aminosduren, die in Enzymen konserviert sind, die aliphatische und aromatische
Substrate akzeptieren, sind grau dargestellt und mit Namen und Position markiert.

Nach den Vergleichen der beiden Transaminasegruppen fiir sich wurde ein weiterer
Sequenzvergleich erstellt, in dem alle sieben hier untersuchten Sequenzen miteinander
verglichen werden, um festzustellen, an welchen Stellen beide Gruppen Gemeinsamkeiten

haben (Abb. 35).
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Query 10001 MsSA AEL-[ 1]-——————— DL-——-SHLWMPFTANRQ--F-KANPRLLASAKGMYYTSFDGRQILDGTAGLWCVN 56

Query_ 10002 MQK

RELDAAHHLHPFTDTAS--LNQAGARVMTRGEGVYLWDSEGNKIIDGMAGLWCVN 63
Query 10003 MNEK e PQSWEARAETYSLYGFTDMPS—-LHQRGTVVVTHGEGPYIVDVNGRRYLDANSGLWNMY 60
Query 10004 MsSS GSRR[ 2Z]NVYREPGSAAADLFERARRVLPGGNTRTTVYSAPYPPYAARGRGAVIVDADGEERLDFVNNYTALI 75

Query_10005 MNE [9]ASDT [11]NTFARDNPVSAGHHERARRSMPGGNTRS I LFHRPFPLVIAQGTGSRFQDVDGHAYVNFLGEYTAGL 93

[ T S =

Query 10006 MT- ———T[10]QRFTDGNPESLRRFEAQTRYMPGANSRSVLFYAPFPLTIAKGEGASLWDADGHRYTDFIAEYTAGV 79

Query 10007 1 MHS ATGT[10] ARYRARNFGSERLLREAADVLPAGNTRSVLFYTPFPLYMARGEGCHLWDADGHRYLDALGEFTAGTI 83

Query 10001 57 AGHCREEIVSATASQAGVM[ 3] PGFQLGHPLAFEAATAVAGLMP(GLDRVFFTNSGSESVDTALKIAL [ 6] GEAQRTRLI 139
Query 10002 64 VGYGRKDFAERARRQMEEL [ 4 ] TFFKTTHPAVVELS SLLAEVTPaGFDRVFYTNSGSESVDTMIRMVR [ 6] GKPEKKTLI 147
Query 10003 el AGFDHKGLIDARKAQYERF [4] AFFGRMSDQTVMLSEKLVEVSPEDSGRVFYTNSGSEANDTMVEMLW [ 6] GKPQKRKIL 144
Query 10004 76& HGHADPDINEAVIRQLADG VAFAMPTEHEIALAELLTERVE-SLOQVRFTNSGTEAVMMAIKAAR AYTGRPRIA 143
Query 10005 94 FGHSHPVIRAAVERALAVG LNLSTQTENEALFAEAVCDRFP-SIDLVRFTNSGTEANLMALATAT AITGRKTVL 166
Query 10006 80 YGHSAPEIREAVIEAMQGG INLTGHNLLEGRLAQTICERFP-QVEQLRFTNSGTEANLMALTAAL RFTGRRKIV 152

Query 10007 84 YGHSNPVIRQATVAALQDG LSLSSHTAREAALAHEIQRRFP-GMALLRFTNSGTEANLMALARAT AHTGRRRKVL 156

Query 10001 140 GRERGYHGVGFGG-1sVGGISPNRETFSGALLPAVDHLPHT-—-HSL([11]WGAHLADELERITALHDASTIAAVIVERM 222

Query 10002 148 GRWNGYHGSTIGG-2sLGGMKYMHEQG-DLPIPGMAHIEQP-—-WWY [10]FGVVAARWLEEKILEIGADKVAAFVGEPT 228
Query 10003 145 TRWNAYHGVTAVS-—-ASMTGKPYNSVFGLPLPGFVHLTCP——-HYW([11]FVARLARELEETIQREGADTIAGFFAEPV 225

Query 10004 145 KFDGCYHGSYDFAevsTOSSGKPGEDGEPVATPYTGGTPOAV1ASVY VLPFNDIDGTERLIEQHRDELAAVLIDPN 224

Query 10005 167 AFDGGYHGGLLNF-————————- ASGHAPTNAPY -—————————— HVV LGVYNDVEGTADLLKRHGHDCRAILVEPM 222
Query_ 10006 153 VFSGGYHGGVLGF-—————————— GDQPSPTTVPF—————————— DFL VLPYNDADTARAQIDEHGADIAAILVEPM 208
Query 10007 157 VFNGAYHGGVLSF-—————————— GGGGSPVNVPH-————————— DEV VAPYNDLDAVRGLVQTHGPQLAAILVEPM 212

Query 10001 223 AGSTGVLVPPKGYLEKLREITARHGILLIFDEVITayGRLGEATARAYFGVIPDLITMAKGVSNAaVPAGAVAVRREVHD 302
Query 10002 229 QGAGGVIVPPATYWPEIERICRKYDVLLVADEVICQLGRTGEWFGHQHFGFQPDLFTAAKGLSSGYLPIGAVEVGKRVAE 308
Query 10003 226 MGAGGVIPPAKGYFQAILPILRKYDIPVISDEVICOIGRTGNTWGCVTIYDFTPDAIISSKNLTAGEIFPMGAVILGPELSK 305
Query 10004 225 PRSLGLYPAEPAFLQRLREITRAYGIVLIFDEVIS--LRSDYGGMQSVLGVIPDLTAMGKIIGGG-FPVGAVGGSAEVMS 301
Query 10005 223 LGAGGCVPAERAFLDLLRAEASRCGALLIFDEVMT--SRLSGGGAQEMLGISADLTTLGKYIGGG-MSFGAFGGRRDLME 299
Query 10006 209 QGASGCIPGGREFLQTLRGGATRVGALLVFDEVMT--SRLGPHGLANGLGIRADLTTLGKYIGGG-MSFGAFGGRADVMA 285

Query 10007 213 LGAGGCIPAEPAFLHGLRALADACGALLILDEVMT--SRLSGGGRQALLGLEPDLTTLGKYFGGG-LSFGAFGGRVDVMS 289

Query 10001 303 ATIVNGPGGIEFFHGYTYSAHPLAAAAVLATLDIYRREDLFARA-RKLSAAFEEAAHSLKGA-PHVIDVRNIGLVAGIEL 380
Query 10002 309 GLIAGG----DFNEGFTYSGHPVCAAVAHANVAALRDEGIVQRVKDDIGPYMOKRWRETFSRFEHVDDVRGVCMVQAFTL 384
Query 10003 306 RLETATeATEEFPHGFTASGHPVGCATALKAIDVVMNEGLAENV-RRLAPRFEERLKHIAER-PNIGEYRGIGFMWALEA 383
Query 10004 302 VFDPTG-GPPRAPHGGTFNANPVIMVAGLTAMRKLTPAEF-DRL-ATLGQRQLRAGVEEVLREAGVPGQVTGYGSLFHIHL 378
Query 10005 300 RFDPARAC--AFAHAGTFNNNILTMSAGHAALTQIYTRQAASDL-SASGDRFRANLNRIAVENQAPLQFTGLGSLGTIHF 376
Query 10006 286 QFDPRT-G-ALA-HSGTFNNNVMIMAAGYAGLTQLFTPEARAAT-AERGEAMRSRLNALCEREGVAMQFTGVGSLMNAHF 361

Query 10007 290 RFDPRR-ADALG-HAGTFNNNTLTMAAGLAGLTQVLTPAALDAL-NQRGERLRERLNGVFKRHAVGLQFTGLGSVMQLHA 366

Query 10001 381 SPREGAPG————— ARAAEAFQKCFDT-——-GLMVRYTGDILAVSPD1iVDENQIGOIFE-———~GIGKVLKEVA-———— 440
Query 10002 385 VKNKAKRELEpdF-———-GEIGTLCRDIFFRNNLIMRACGDHIVSAPD]vMTRAEVDEMLAVAERCLEEFRQTLEARGla 459
Query 10003 384 VKDKASKTPquNLSVSERIANTCTDL**7*GLICRPLGQSVVLCPDfiLTEQQ&DEMFDKPFKﬂPDKVFAEV AAAle 458
Query 10004 379 HQORPLADYRNSVLSAOERAFVGRVHEALMGRGIFITPALFGCLSTP-—-MGVPEVEAFVDAFAAALODARG———————— 446
Query 10005 377 SRAPIRSAGD--VRAADQQLKELFFFHMLREKGIYLAPRGMYALSLE---TADAGRDAFAEALADFIGEQRALLM-———— 445

Query 10006 362 LRGEVRRVAD--LAAVDGRLRQLLFFHLLKEGIYTSPRGFVVLSLP---LSAQDIDRYVAARVGSFIEACRPLLLSAG-- 433

Query 10007 367 TDRPLRNAAD--LAGADDRVEALLFFDLLERGIFLARRGLVALSLP---FGDAEADEFVAALDAVVTARHALLPVAG-- 438

Abbildung 35: Alignment aller sieben w-Transaminasen aus den vorherigen Vergleichen. Aminoséurereste, die in allen
Sequenzen identisch sind, sind rot gefdrbt. Ausgegraute Aminosduren markieren Stellen, an denen es in einer oder mehreren
Sequenzen Liicken gibt. Query_10001: Sequenz von Achromobacter denitrificans [187]. Query_10002: Sequenz von
Chromobacterium violaceum [188]. Query_10003: Sequenz von Vibrio fluvialis. [87]. Query_10004: Sequenz von StoTA [174].
Query_10005: Sequenz von Mesorhizobium sp. LUK [189]. Query_10006: Sequenz von VboTA. Query_10007: Sequenz von
Polaromonas sp. JS666 [158].
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Ein Sequenzvergleich aller sieben Proteine ergab 29 konservierte Aminosaduren (Abb. 35), die
in allen Enzymen identisch sind: 1M, 57G, 65G, 81G, 90A, 120P, 128T, 129N, 130S, 131G,
133E, 158Y, 159H, 160G, P175, 201A, 207P, 213G, 239D, 240E, 241V, 245R, 260D, 266K,
275G, 276A, 296H, 299T und 354G. Die Zahlen geben die Positionen in VboTA an.

3.2. Ergebnisse der Untersuchungen der StoTA

3.2.1. Bestimmen der zu verdndernden Aminosauren in StoTA

Eine w-Transaminase von S. thermophilus [174] (NCBI Accession >WP_012871332.1) wurde
verandert um ihre Aktivitat zu erhéhen. Um die Aktivitatserhdéhung zu erreichen wurde das
Enzym schrittweise an ein postuliertes Motiv [184] angepasst. Das Enzym besteht aus zwei
Monomeren mit je 446 Aminosdauren und einem Molekulargewicht von etwa 47,4 kDa.
StoTA ist ein Homodimer. Es hat zwei aktive Zentren, in denen, wie bei anderen w-
Transaminasen auch, jeweils ein Molekil Pyridoxalphosphat (iber eine Schiff'sche Base an
einen Lysinrest gebunden ist. Dieses Lysin (K282) vermittelt dem Enzym seine katalytische

Aktivitat.

Die Sequenz des Genes stota befindet sich im Anhang. Das Gen wurde in Form von
Genfragmenten geliefert und vor dem Klonieren mittels PCR assembliert. AnschlieBend
wurde das Fragment in den Expressionsvektor pET21b (+) Uberfihrt, damit die
Enzymproduktion mittels Laktose oder IPTG induziert werden kann und das Enzym mit

einem C-terminalen His-Tag versehen wird.

TAST 13 REPGSAAADLFERARRVLPGGNTR YSAPYP RGRGAVIVDADGEERLDFV TALIHGHADP 81
FE R +PG N+R ++ AP+P ARG GA + DADG DF+ | YTA ++GH+ P

Motif 01 TDANPASQRQFEAQARYMPGANSR LFYAPFPLUTIARGEGAALWDADGHRYADFI TAGVYGHSAP 69
* * —_—— -k — * - *

Abbildung 36: Vergleich der Sequenzen von StoTA und dem potenziellen Motiv fiir aromatische w-TAs [184]. Identische und
positive (+) Reste stehen in der mittleren Zeile. Reste, die unterstrichen sind, scheinen wichtig fiir die w-TA Aktivitdt zu sein.
Sternchen (*) markieren Reste, die Sekunddrstrukturen begrenzen. Boxen beinhalten Aminosduren, welche ausgetauscht
werden miissen um StoTA an das Motiv anzupassen.



Ergebnisse

Der Sequenzvergleich von StoTA mit dem Motiv fiir aromatische w-Transaminasen (Abb. 36)
hat ergeben, dass StoTA an vier essentiellen Stellen von dem Motiv abweicht. Die
Abweichungen sind: S17P, T38V, Y47T und N70E, wobei der vordere Buchstabe die

Aminosaure in StoTA und der hintere die im Motiv angibt.

Neben den Anpassungen an das Motiv wurde auch das aktive Zentrum von StoTA
modifiziert. Zum einen wurde Threonin 317 durch Valin ersetzt, da es Uber eine
Wasserstoffbriicke mit dem katalytischen Lysin interagiert und dieses moglicherweise vom
Substrat wegzieht. AuRerdem wurde an den Stellen 283 und 284 Isoleucin durch Glutamin
ausgetauscht, um die Umgebung von K282 basischer zu machen, mit dem Ziel die
Nucleophilie der katalytischen Aminosdaure zu erhdhen. Die Nachbarschaft um das
katalytische Lysin inklusive der Wasserstoffbriicken zwischen den Aminosdureresten

innerhalb von 5 A ist in Abb. 37 abgebildet.



Ergebnisse

Abbildung 37: Detailaufnahme des aktiven Zentrums von StoTA. Dargestellt ist die Umgebung innerhalb von 5 A um Lysin
282 (K282). Die gestrichelten Linien stellen Wasserstoffbriicken dar. Ebenfalls benannt sind sowohl die auszutauschenden
Aminosduren 1283, 1284 und T317, als auch der Co-Faktor PLP. Die Abbildung wurde mit dem mol* Viewer [181] erstellt.

3.2.2. Ergebnisse des Vortests mit Rohextrakten

Zundchst wurde die Aktivitat der verschiedenen Varianten in einem Vortest mit Rohextrakt
durchgefiihrt. Alle Produktionsstimme wurden unter gleichen Bedingungen kultiviert und

induziert. Als Kontrolle diente die nicht modifizierte StoTA, in analoger Weise in E. coli BL21

DE3 produziert.



Ergebnisse

0,3

= 0,25

B
T 02
g 0,15
S 0,1
=
: - | z
R RN A I I B A A R I I
FTHF S FFF T E T ELEETFS
§ 7T T IO N S Q NS SSQ
i e D %l e
§ T TSI W P
S &
&
Variante

Abbildung 38: Aktivitdten der StoTA-Varianten. Dargestellt ist die Menge an umgesetztem 8-Homophenylalanin pro Minute
und ug Rohextrakt. Die Messungen wurden in Triplikaten durchgefiihrt, die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Insgesamt wurden 17 Varianten des Enzyms erstellt, 15 im Rahmen der Motivanpassung und
2 mit verandertem aktivem Zentrum. Von diesen Varianten weisen 7 eine erhohte Aktivitat
mit B-Homophenylalanin auf (Abb. 38). Mit dem Wildtyp und den 7 Varianten mit hoherer
Aktivitat als der Wildtyp wurde weitergearbeitet. Die aktiveren Mutanten sind die
Einzelmutanten S17P, T38V, Y47T, N70E, die Doppelmutante S17P|T38V, T38V|Y47T und die

Dreifachmutante S17P|T38V|Y47T. Im Fortgang wurden gereinigte Proteine verwendet.

3.2.3. Klonierung und Expression der StoTA Mutanten

Der Wildtyp und die erstellten Varianten wurden ebenso wie VboTA produziert. Die
Varianten wurden in den Vektor pET21b (+) kloniert und in E. coli BL21 DE3 transformiert.
Folgende Klone wurden untersucht: Der Wildtyp mit der Klonnummer 13, die
Einfachmutanten S17P, Klonnummer 45, T38V, Klonnummer 15; Y47T, Nummer 104; N70E,
Nummer 48; die Doppelmutanten S17P|T38V, Nummer 53; S17P|Y47T, Nummer 102;
T38V|Y47T, Nummer 112 sowie die Dreifachmutante S17P|T38V|Y47T mit der Nummer 124.
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Als Negativkontrolle diente ein E. coli BL21 DE3 Stamm, der mit dem Vektor pET21b (+), der

kein Genfragment enthielt, transformiert wurde.

Klon 15 Klon 48 Pos. Ko Neg. Ko

M RE D2 W E1 E2M RE D2 W E1 E2 RED2 W E1E2 M RED2 W E1 E2 M

~130 -1 S
" . =100 —
Farbung mit InstantBlue n -
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Abbildung 39: 1D SDS-Gel der verschiedenen Reinigungsschritte von zwei StoTA-Varianten und dem Wildtyp. Ein Monomer
des Enzyms wiegt inklusive His-Tag etwa 48,4 kDa. RE: Rohextrakt, D2: zweiter Durchlauf durch die Ni-NTA-Agarose, W:
Waschschritt, M: Marker, E1+2: Eluate 1+2. Die Pfeile markieren die Banden mit passender Gréf3e. Klon 15 und 48 sind
interne Bezeichnungen fiir die Varianten T38V (15) und N70E (48). Als positiv Kontrolle diente der Wildtyp des Enzyms. Fiir
die negative Kontrolle wurde E. coli BL21DE3 mit einem pET21b (+) Vektor ohne eingefiigtes w-Transaminasegen

transformiert.
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Abbildung 40: Westernblot der verschiedenen Reinigungsschritte von zwei StoTA-Varianten und dem Wildtyp. Ein Monomer
des Enzyms wiegt inklusive His-Tag etwa 48,4 kDa. RE: Rohextrakt, D2: zweiter Durchlauf durch die Ni-NTA-Agarose, W:
Waschschritt, M: Marker, E1+2: Eluate 1+2. Die Pfeile markieren die Banden mit passender GréfSe. Klon 15 und 48 sind
interne Bezeichnungen fiir die Varianten T38V (15) und N70E (48). Als positiv Kontrolle diente der Wildtyp des Enzyms. Fiir
die negative Kontrolle wurde E. coli BL21DE3 mit einem pET21b (+) Vektor ohne eingefiigtes w-Transaminasegen
transformiert.

Die Expression und Reinigung der StoTA Varianten in E. coli BL21DE3 hat funktioniert, wie
Abb. 39 und 40 exemplarisch fiir die Varianten T38V, N70E und den Wildtyp zeigen.

3.2.4. Bestimmung der Aktivitdt und kinetischer Konstanten von StoTA

Fiir den Wildtyp und die 7 besten Varianten, S17P, T38V, Y47T, N70E, die Doppelmutante
S17P|T38V, T38V|Y47T und die Dreifachmutante S17P|T38V|Y47T, sind die biochemischen

Eigenschaften in Tab. 21 und die spezifischen Aktivitaten in Tab. 22 angegeben.
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Tabelle 21: Biochemische Eigenschaften von StoTA. Die Temperaturstabilitit gibt die Temperatur an, bei der StoTA nach
einstiindiger Inkubation noch mehr als 80 % der Ursprungsaktivitdt aufweist.

Variante pH-Optimum  Temperatur-Optimum Temperatur-Stabilitat
WT 8,0 60 °C <60 °C
T38V 7,0 60 °C <50°C
S17p 7,0 40 °C <50°C
N70E 8,0 40 °C <60 °C
S17P|T38V 8,0 40 °C <50°C
T38V|Y47T 8,0 46 °C <50°C
YA7T 8,0 48 °C <50°C
S17P|T38V|Y47T 8,0 40 °C <50 °C

Tabelle 22: Die spezifischen Aktivitéten [umol mol* ug] der Varianten fiir verschiedene Aminodonoren sind angegeben. 8-
HF: 8-Homophenylalanin, 8-HA: 8-Homoalanin, 4-AP: 4-Amiopentansdure, 8-L: 8-Leucin, 8-F: 8-Phenylalanin. Als
Aminoakzeptor diente Pyruvat. N=3

Variante B-HF B-HA 4-AP B-L B-F

WT 0.600 * 0.300 0.125 + 0.130 + 0.186
0.029 0.010 0.015 0.020 0.060

T38V 0.610 0.251 + 0.106 * 0.191 + 0.251 +
0.053 0.015 0.004 0.000 0.017

S17pP 0.591 + 0.388 + 0.176 + 0.093 + 0.234 +
0.035 0.017 0.008 0.003 0.003

N70E 0.802 + 0.317 + 0.114 + 0.379 0.362 +
0.018 0.005 0.003 0.001 0.007

S17P|T38V 3.211 % 2.226 1.146 + 1.056 + 1.390 +
0.009 0.208 0.037 0.008 0.021

T38V|Y47T 2305 1.591 + 0.737 1.369 + 1.227 +
0.026 0.112 0.014 0.080 0.025

Y471 3.007 £ 1.981+ 0.871 ¢ 0.736 £ 1.141 +
0.017 0.043 0.168 0.125 0.169

S17P|T38V|Y47T 0.869 0.429 0.127 £ 0.386 * 0.342 +
0.016 0.012 0.003 0.025 0.033
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3.2.5. Ergebnisse struktureller Analysen

Um zu erkennen, ob strukturelle Ursachen an den Unterschieden in der Aktivitat beteiligt
sind, wurden die Strukturen der Varianten mit AlphaFold [177,178] errechnet. Zum
Uberpriifen der Qualitdt der Vorhersage wurde der Wildtyp in silico gefaltet und mit der

Kristallstruktur verglichen (Abb. 41 und 42).
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Abbildung 41: LDDT (Local Distance Difference Test) Scores fiir die einzelnen Aminosduren von StoTA, das nicht-modifizierte
Enzym wurde gefaltet. Die schwarze Linie in der Mitte trennt die Graphen der beiden Monomere voneinander. Fiir die
Sequenz wurden fiinf Modelle berechnet und nach der Qualitét aufgelistet (Rank 1-5).

Fir den Vergleich mit der Kristallstruktur wurde das Modell mit dem besten Rang
verwendet, auch wenn die Unterschiede zwischen den errechneten Strukturen minimal sind.
Die Kristallstruktur und die in silico gefaltete Struktur wurden mit ChimeraX Ubereinander

gelegt, um zu prifen, ob die Quartarstrukturen beider Varianten Gbereinstimmen.
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Abbildung 42: Vergleich der 3D-Strukturen des Wildtyps von StoTA. Braun: Kristallstruktur (RCSB Eintrag 6k8h). Blau:
Strukturvorhersage von AlphaFold. Die Seitenketten der Aminosduren, die zur Anpassung an das Motiv ausgetauscht
wurden, sind farblich (rot: Kristallstruktur, griin: AlphaFold Vorhersage) dargestellt und benannt. Die roten Ovale markieren
die N-termini der Monomere, diese fehlen in der Kristallstruktur, bei dieser sind die ersten acht Aminosduren nicht enthalten.

Die theoretische Vorhersage der Struktur passt gut zu der gemessenen Kristallstruktur. Die
fehlenden Teile in der Kristallstruktur (vgl. rote Ovale - Abb. 42) sind fiir einen Vergleich der
Strukturen nicht essentiell, da die in silico Faltung an der Stelle eine grofRe Unsicherheit
aufweist (Abb. 41) und ein Vergleich somit sinnlos wére. Da die Struktur von AlphaFold gut
zu der Kristallstruktur passt, wurden die Varianten mit dieser Struktur verglichen. Im
Folgenden werden die Mutanten mit Aktivitditsgewinnen in Nahaufnahme dargestellt. Es

wurden wieder die Modelle mit dem jeweils besten Rang verwendet.
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Abbildung 43: Vergleich der 3D-Strukturen des Wildtyps von StoTA und der Variante S17P. Braun: Kristallstruktur (RCSB
Eintrag 6k8h), Blau: Strukturvorhersage von AlphaFold. Die Seitenketten der Aminosduren, die zur Anpassung an das Motiv
ausgetauscht wurden und die urspriinglichen des Wildtyps, sind farblich (rot: Kristallstruktur, griin: AlphaFold Vorhersage)
dargestellt und benannt.

Abbildung 44: Vergleich der 3D-Strukturen des Wildtyps von StoTA und der Variante T38V. Braun: Kristallstruktur (RCSB
Eintrag 6k8h), Blau: Strukturvorhersage von Alpha-Fold. Die Seitenketten der Aminosduren, die zur Anpassung an das Motiv
ausgetauscht wurden und die urspriinglichen des Wildtyps, sind farblich (rot: Kristallstruktur, griin: Alpha-Fold Vorhersage)
dargestellt. Auf eine Bezeichnung der Seitenketten wurde verzichtet, da es nicht méglich war die Abbildung so zu drehen,
dass die Labels nicht libereinander liegen.
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Abbildung 45: Vergleich der 3D-Strukturen des Wildtyps von StoTA und der Variante Y47T. Braun: Kristallstruktur (RCSB
Eintrag 6k8h), blau: Strukturvorhersage von AlphaFold. Die Seitenketten der Aminosduren, die zur Anpassung an das Motiv
ausgetauscht wurden und die urspriinglichen des Wildtyps sind farblich (rot: Kristallstruktur, griin: Alpha-Fold Vorhersage)
dargestellt und benannt.

Abbildung 46: Vergleich der 3D-Strukturen des Wildtyps von StoTA und der Variante N70E. Braun: Kristallstruktur (RCSB
Eintrag 6k8h), blau: Strukturvorhersage von Alpha-Fold. Die Seitenketten der Aminosduren, die zur Anpassung an das Motiv
ausgetauscht wurden und die urspriinglichen des Wildtyps sind farblich (rot: Kristallstruktur, griin: Alpha-Fold Vorhersage)
dargestellt und benannt.
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Abbildung 47: Vergleich der 3D-Strukturen des Wildtyps von StoTA und der Variante S17PT38V. Braun: Kristallstruktur (RCSB
Eintrag 6k8h), blau: Strukturvorhersage von Alpha-Fold. Die Seitenketten der Aminosduren, die zur Anpassung an das Motiv
ausgetauscht wurden und die urspriinglichen des Wildtyps sind farblich (rot: Kristallstruktur, griin: Alpha-Fold Vorhersage)
dargestellt und benannt. Auf die Bezeichnung von V38 in der Variante wurde verzichtet, da es nicht méglich war die
Abbildung so zu drehen, dass die Label nicht iibereinanderliegen.

Abbildung 48: Vergleich der 3D-Strukturen des Wildtyps von StoTA und der Variante T38VY47T. Braun: Kristallstruktur (RCSB
Eintrag 6k8h), blau: Strukturvorhersage von Alpha-Fold. Die Seitenketten der Aminosduren, die zur Anpassung an das Motiv
ausgetauscht wurden und die urspriinglichen des Wildtyps sind farblich (rot: Kristallstruktur, griin: Alpha-Fold Vorhersage)
dargestellt und benannt. Auf die Bezeichnung von V38 in der Variante wurde verzichtet, da es nicht méglich war die
Abbildung so zu drehen, dass die Label nicht iibereinanderliegen.
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Abbildung 49: Vergleich der 3D-Strukturen des Wildtyps von StoTA und der Variante S17PT38VY47T. Braun: Kristallstruktur
(RCSB Eintrag 6k8h), blau: Strukturvorhersage von Alpha-Fold. Die Seitenketten der Aminosduren die zur Anpassung an das
Motiv ausgetauscht wurden und die urspriinglichen des Wildtyps sind farblich (rot: Kristallstruktur, griin: Alpha-Fold
Vorhersage) dargestellt und benannt. Auf die Bezeichnung von V38 in der Variante wurde verzichtet, da es nicht méglich war
die Abbildung so zu drehen, dass die Label nicht iibereinanderliegen.

Bei den Mutanten konnten keine Unterschiede in der Faltung festgestellt werden (Abb. 43-
49). Vorausgesetzt, dass die in silico Faltung korrekt ist, kbnnen die Unterschiede in der

Aktivitat nicht auf Konformationsanderungen zurickgefiihrt werden.

3.3. Ergebnisse der Tests mit der Stammsammlung

3.3.1. Testen potenzieller Kandidaten

Die Hefen B. raffinosifermentans, Pichia anomala, P. hansenii, Debaryomyces polymorphus,
Saccharomyces cerevisiae, P. pastoris und Hansenula polymorpha sowie die Bakterien
Bacillus amyloliquefaciens 10A4, B. amyloliquefaciens 10A3, B. brevis, B. licheniformis 14580,
B. subtilis, B. s. subtilis, B. pumilus, P. megaterium, Lysinibacillus sphaericus (ehemals B.
sphaericus), B. licheniformis 9789, B. coagulans, Lactobacillus brevis und E. coli BL21 DE3

wurden in Medien angezogen, die von der DSMZ fir die jeweiligen Organismen
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vorgeschlagen werden. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation geerntet und mit einer
Kugelmihle aufgeschlossen. Anschlielend erfolgte ein Test auf w-Transaminase-Aktivitat mit
den Rohextrakten. Nur die Extrakte von B. raffinosifermentans, B. megaterium und L.
sphaericus zeigten Aktivitat. Um zu prifen, ob die Synthese von w-Transaminasen durch
Anwesenheit einer B- oder y-Aminosaure induziert werden kann, wurden die Organismen
noch einmal mit B-Phenylalanin und ein weiteres Mal mit y-Aminobuttersdure im Medium
kultiviert. Wieder wurden die Rohextrakte auf Aktivitdt getestet. Auch bei diesem Versuch
zeigten nur die Extrakte von B. raffinosifermentans, P. megaterium und L. sphaericus

Aktivitat. Daher wurde nur mit diesen Organismen weitergearbeitet.

3.3.2. Wachstumsversuche mit B. raffinosifermentans

Zusatzlich zu den Vortests mit den Rohextrakten wurden verschiedene Wachstumsversuche
mit B. raffinosifermentans LS3 durchgefiihrt, um zu testen ob die Hefe B-Aminosduren

verwerten kann.
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Abbildung 50: Wachstumskurven von B. raffinosifermentans LS3 in verschiedenen Medien. HMM: Hefeminimalmedium, 8-
Phe: HMM, in dem 50 % des Stickstoffs von 8-Phenylalanin stammt, 8-HA: HMM, in dem 50 % des Stickstoffs von 8-
Homoalanin stammt, 0,5 N: Hefeminimalmedium mit um 50 % reduziertem Stickstoffgehalt.
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Die Wachstumsexperimente zeigen, dass B. raffinosifermentans B-Aminosduren verwerten
kann, da sowohl B-Phenylalanin als auch B-Homoalanin den Stickstoffmangel des 0,5 N
Mediums zumindest teilweise wieder ausgleichen kénnen. In Hefeminimalmedium (HMM)
erreicht die Hefe eine ODeoo nm von 31,2, in HMM mit halbiertem Stickstoffgehalt wird nur
noch eine ODeoo nm von 5,7 erreicht. Wird der reduzierte Stickstoffgehalt mit einer PB-
Aminosaure ausgeglichen, kann B. raffinosifermentans bis auf eine ODsoo nm von 17 (B-

Phenylalanin) bzw. 19.1 (B-Homoalanin) wachsen (Abb. 50).

3.3.3. Ergebnisse der Sequenzvergleiche der Bacillus-Stamme

Ebenso wie bei V. boronicumulans wurde die Sequenz von StoTA mit den Eintragen in den
Proteindatenbanken von P. megaterium bzw. L. sphaericus verglichen. Die jeweils besten

Treffer wurden ebenso wie vbota als Gen bei Eurofins geordert.
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Score Expect Method Identities Positives Gaps
273 bits(697) 9e-92 Compositional matrix adjust. 159/426(37%) 238/426(55%) 21/426(4%)

Query 12 FEKAVDLMPGGVNSPVRAFKSVNMDPIFMESGKGAMIKDIDGNEYIDYVLSWGPLILGHA 71
FE+A ++PGG N+ + + P+ G+GA+I D DG E +D+V ++ LI GHA
Sbjct 23 FERARRVLPGG-NTRTTVYSAPY - -PPYAARGRGAVIVDADGEERLDFVNNYTALIHGHA 79

Query 72 DEDVVEGIQRVAATGSSFGAPTLAENELAELVIDRVPSIEMIRMVSSGTEATMSALRLAR 131
DD+ E+ R AG+F PT E LAEL+ +RVPS++ +R +SGTEA M A++ AR
Sbjct 80  DPDINEAVIRQLADGVAFAMPTEHEIALAELLTERVPSLQQVRFTNSGTEAVMMAIKAAR 139

Query 132 GYTGRNIIMKFEGCYHGHGDSLLI------ KAGSGVATLGLPDSPGVPESIARNTITVPY 185
YTGR I KF+GCYHG D + K G + P+ GP+++ + + +P+
Sbjct 140 AYTGRPRIAKFDGCYHGSYDFAEVSTQSSGKPGEDGFPVATPYTGGTPQAVLDSVWLPF 199

Query 186 NDLESVKLAMNEYGDDIAALIVEPVAGNMGVVPPEPGFLEGLRELTTENGSLLIFDEVMT 245
ND++ + + ++ D++AA++++P  +4G+ P EP FL+ LRE+T G +LIFDEV++
Sbjct 200 NDIDGTERLIEQHRDELAAVLIDPNPRSLGLYPAEPAFLQRLREITRAYGIVLIFDEVIS 259

Query 246 GFRVGYECAQGYYDVTPDITCLGKVIGGGLPVGAYGGSKEIMSQIAPSGTVYQA---GTL 302
R ¥ 0O VTPD+T +GK}IGGG PVGA GGS E+MS  P+G  +A  GT
Sbjct 260 -LRSDYGGMQSVLGVTPDLTAMGKIIGGGFPVGAVGGSAEVMSVFDPTGGPPRAPHGGTF 318

Query 303 SGNPLAMTAGIETLKKLTPASYEYFNKLGDQLEAGFREAAEKYNIPHTVNRAGSMIGFFF 362
+ NP+ M AG+ ++KLTPA ++ LG QL AG E + +P V  GS+
Sbjct 319 NANPVTMVAGLTAMRKLTPAEFDRLATLGQQLRAGVEEVLREAGVPGQVTGYGSLFHIHL 378

Query 363 TNEKVVNYDKAKTSDLE--LFAEYYRLMAEEGIFLPPSQFEGMFLSAAHTEEHIAKTVEA 420

++ + S E + + GIF+ P+ FG + E VEA
Sbjct 379 HQRPLADYRNSVLSAQERAFVGRVHEALMGRGIFITPALF-GCLSTPMGVPE----- VEA 432
Query 421 FHKVFA 426

FFA
Sbjct 433 FVDAFA 438

Abbildung 51: Vergleich LsoTA (NCBI Accession: WP_082295014.1) mit StoTA. Query: Sequenz der méglichen w-
Transaminase von L. sphaericus. Sbjct: Sequenz der StoTA. In der mittleren Zeile sind Aminoséuren angegeben, die in beiden
Sequenzen identisch sind, ein ,,+“ markiert Stellen, an denen sich Aminosduren mit éhnlichen biochemischen Eigenschaften.
Das rote Oval markiert das katalytische Lysin in StoTA und die Aminosdure von LsoTA an derselben Stelle.

Da LsoTA ebenfalls ein Lysin an der Stelle tragt, die bei StoTA der Stelle 282 entspricht und
auch die Umgebung um dieses Lysin der von StoTA dhnelt (Abb. 51), wurde das Gen [sota an

das Codonusage von E. coli angepasst und ebenfalls bei Eurofins geordert.
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Score Expect Method Identities Positives Gaps

284 bits(727) 6e-96 Compositional matrix adjust. 166/447(37%) 243/447(54%) 22/447(4%)

Query 11 EKTKKSASLFNKACEVIPGGVTANIKYFDPHPLMMEKGKGSKLFDVDGNEYIDYLLCYGA 70
E +A LF +A V+PGG T Y P+P +G+G+ + D DG E +D++ Y A
Sbjct 14 EPGSAAADLFERARRVLPGGNTRTTVYSAPYPPYAARGRGAVIVDADGEERLDFVNNYTA 73

Query 71 LILGHGHPQVFEAVTKQMMESGTTIFGTPHKMETTMAEKLVELYPGIEMVRYTNSGLEAT 130
LI GH P + EAV +Q+ + F P+ E +AE L E P ++ VR+TNSG EA
Sbjct 74 LIHGHADPDINEAVIRQLADG- -VAFAMPTEHEIALAELLTERVPSLQQVRFTNSGTEAV 131

Query 131 LLAIRTAVAYTGKEKIAKFEGHYHGGYDQVLVSVNPDIDKAGEATIPKAVGESRGLPNYY 190
++AI+ A AYTG+ +IAKF+G YHG YD VS K GE P A +GP
Sbjct 132 MMAIKAARAYTGRPRIAKFDGCYHGSYDFAEVSTQ-SSGKPGEDGFPVATPYTGGTPQAV 190

Query 191 LDNTVILPFNDLEATEKILKAHAHELAGVILEPIQG--GFIPADQDFMTGLRKITEELDI 248
LD+ V+LPFND++ TE++++ H ELA V+++P G PA+ F+ LR+IT I
Sbjct 191 LDSVVVLPFNDIDGTERLIEQHRDELAAVLIDPNPRSLGLYPAEPAFLQRLREITRAYGI 250

Query 249 VLIFDEVKTGFRISLGGAQKTYGIKPDITAL LGGGFPVGAIGGKKDIMMISSARGGR 308
VLIFDEV + R GG Q G+ PD+TA+GK$+GGGFPVGA+GG ++M + GG

Sbjct 251 VLIFDEVIS-LRSDYGGMQSVLGVTPDLT IGGGFPVGAVGGSAEVMSVFDPTGG- 308

Query 309 DILTAGAENKNKQDPLYHSGTYNGHPTILAAGLATINVLEQKGTMDQLFANTQLLRDQLE 368
+ P HGT+N +P + AGL + L D+L Q LR +E

Sbjct 309 ---------- PPRAP--HGGTFNANPVTMVAGLTAMRKL -TPAEFDRLATLGQQLRAGVE 355

Query 369 EVYKSHGLTMQTVGMGSIFNIILGEGNIKNYRD--MSKADTKLREKIDYELLKLGVYTKP 426
EV+ G+ Q GGS+F+I L + + +YR+ +S + +4 L+ G++ P
Sbjct 356 EVLREAGVPGQVTGYGSLFHIHLHQRPLADYRNSVLSAQERAFVGRVHEALMGRGIFITP 415

Query 427 LNRYSMSVVHTKEDIRRTVAAHDEAIQ 453
+S ++ V A A+Q
Sbjct 416 ALFGCLSTPMGVPEVEAFVDAFAAALQ 442

Abbildung 52: Sequenzvergleich PmoTA (NCBI Accession: WP_098476556.1) mit StoTA. Query: Sequenz der méglichen w-
Transaminase von B megaterium. Sbjct: Sequenz der StoTA. In der mittleren Zeile sind Aminoséuren angegeben, die in
beiden Sequenzen identisch sind, ein ,,+“ markiert Stellen, an denen sich Aminosduren mit éhnlichen biochemischen
Eigenschaften. Das rote Oval markiert das katalytische Lysin in StoTA und die Aminosdure von PmoTA an derselben Stelle.

Da PmoTA ebenfalls ein Lysin an der Stelle tragt, die bei StoTA K282 entspricht und auch die
Umgebung um dieses Lysin der von StoTA dhnelt (Abb. 52), wurde das Gen pmota an das
Codonusage von E. coli angepasst und von Eurofins synthetisiert. Die Sequenz befindet sich

im Anhag.

Das Klonieren und die Synthese der Proteine LsoTA und PmoTA verlief analog zu der von

VboTA.

3.3.4. Ergebnisse Sequenzvergleiche B. raffinosifermentans

Nach den positiven Wachstumsversuchen wurde versucht, mittels Sequenzvergleichen

herauszufinden, welche Proteine von B. raffinosifermentans fir die Verwertung der B-
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Aminosauren verwendet werden. Die Homologiesuchen verschiedener w-Transaminasen
(z.B. ein Enzym des Schimmelpilzes Aspergillus terreus oder einer w-Transaminase von der
Hefe Scheffersomyces stipitis [191,192]) gegen die Proteindatenbank von B.
raffinosifermentans lieferte jedoch keine Treffer. Daher wurde die Datenbankeintrage einem
hmmerscan (https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/hmmscan, HmmerWeb version
2.41.1) unterzogen. Damit wurden samtliche 6145 Eintrage der Datenbank in Proteinfamilien
eingeordnet. Das Enzym mit der GenBank Accession ABF58893.1 [193] wurde ebenfalls
gescannt. Es handelt sich hierbei um eine w-Transaminase. Diesem Protein wurde die Pfam
PF00202.21 zugeordnet. Der Name dieser Familie ist Aminotran_3. Die 21.000 Pfams, die der
gesamten Proteindatenbank von B. raffinosifermentans zugeordnet wurden, wurden nach
PF00202.21 durchsucht. Die Suche lieferte drei potenzielle w-Transaminasen. Die Accession-
Nummern dieser Proteine sind: >ARAD1C43516g (85,5 kDa, BroTA1l, fir Blastobotrys
raffinosifermentans w Transaminase 1), >ARAD1D16258g (46 kDa, BroTA2) und
>ARAD1D29502g (45,6 kDA, BroTA3).

Dass BroTA1l deutlich groRer ist als Ubliche w-Transaminasen liegt daran, dass das Enzym
noch eine zusatzliche AAA Doméane am N-Terminus hat (Abb. 53). BroTA2 und BroTA3 haben

nur die Aminotran_3 Domane.

Sequence Matches and Features

Pfam A2 : ‘Aminotrant 3! ‘ 745
disorder 745
Pfam Matches
Family Domain E-values
Clan Description Cross-references Start - End
Id Accession Ind. ~ Cond.
Aminotran_3& PF00202.21¢&# CLOO61& Aminotransferase class-Il| = i -] 301 724 4.2e-36 4.7e-40
AAA_26& PF13500.6¢7 CL0023& AAA domain = B 1 203 2.9e-14 3.2e-18

Abbildung 53: Funktionelle Doménen in BroTA1. Start und End geben die Aminoséurenummern an, an denen die Doméne
beginnt bzw. endet.

Im ni3chsten Schritt wurde die Ahnlichkeit der drei potenziellen w-Transaminasen mittels

Sequenzalignment Uberprift (Abb. 54).
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Query_ 10001
Query_10002

Query 10003

Query 10001
Query 10002

Query 10003

Query 10001
Query 10002
Query 10003

Query 10001
Query 10002

Query 10003

Query_ 10001
Query_10002
Query 10003

Query_10001
Query_10002

Query_ 10003

323
64
76

389
134
150

510
208
213

597
281
287

678
354

[247] LDNMSTDREKT IWYPFSQHKEINRDTIVTVDSAYKDSFQTLRKGSTEPSENALASSFDGSASWWTQGLGHGNPKL 322
MSTITSAQA———————————— IELEEKHSAHNYHPIPVVFAKGKGAHVWDPEGKQYLDFLSAYSAVNQGHCHPKI 63

MQSFTRTVARSAKRGYSTESFLETHNPFSVTTYARPDIVIRQGRGSHLWDTDGKKYIDFTAGIAVTGLGHCDDEV 75

ALTAAHAAGRYGHMI1ANTIHEPALKLAKKILEVVNN EKLRRVFYSDNGSTGIEVAVKMAME [5] YGW---DVSDGS 398

IQALTEQAQKLTLSS-RAFHNDVFGQFAKYVTEYF—— —GYDMVLPMNTGAEAVETATKLARK WEYmkKGIPVDO 133

ADIITDQSKTLIHAS-NLYYNEWTPRLOQKAIVETTLN [ 4 | HNASRVFLANSGSEANEAALKFARK HG NNISGEK 148

IGILGLKRSYHGDTIGSMDCSEPSVYS|[35] ELDSKVEFSTIDEVYDLSNRDPGPYKEYIRKELQKLLAKGLEFGALLLEP 509
ALVLSATENFHGRTLAVVSMSTDPEAK EYYGPYLONVGPTIPGSNKPLRYNNIGDLEEAFAAA--GDKIAAFLVEP 207

TEIVSFNRSFHGRTMGALTVTANPKYT DPFRPLIPGV KHGNVNDIEAIDSLV--TDKTCAVIVEP 212

aLLGAGGMVAVDPLFOKALVDVVEE [13] SGLPVICDEVEFSGLYRLGRASASSL--VGIDPEISVHAKLLTGGLLPLSVT 596

IQGEAGIVVPDDAYLQKVAELCKK HNVLFIADEIQTGIARTGKMLAVDH--VGVRPDAVLLGKAISGGVTPVSAV 280

IQAEGGIYVCDADFLVALKKRCSQ VGALLIYDEIQCGLGRTGKLWAHOW] pKEAHPDILTMAKALGNG-YPIGAT 286

LASEDIFQTFISSD|[6] HGHSYTAHPVGCSVALESLEQLQS1aSSWGPENSIVSFWSEEFLTRVSNY - -SNVEGAFAMGS €77

LADRDVMLCIQPGT HGSTYGGNPLSCAVAIAALEVVKE--EKLADRAAKLGERMREGLKPLLET--GIVTEVRGRGL 353
LVTEEVEKALNVGD HGTTYGGNPLGCRVAHHVLSRLAS - PEIQONVNTVSOLFOERLEKLOOKfpDTITEIRGKGL 361
VLAIHMKDTSPGYTST--VASRIHNH[16] SVLYLMCGQTTI PGEVRKLEKKIEEAFS HHHHHH 751
LNAIVIDSSKANGESAwDLCMLMKDOQ GVTAKPTHENITRLAPPLUTSEEDVDKGLEVIKDCVS[SJQHHHHEHh 432
LLGLQLSKDPA—————— PILAKAREA GLLAITCGVNTIRFVPALNIPTEVAKEGLDILESVF- EHHHHHH- 424

Abbildung 54: Sequenzvergleich der potenziellen w-TAs von B. raffinosifermentans. Query_10001: Sequenz von BroTA1.
Query_10002: Sequenz von BroTA2. Query_10003: Sequenz von BroTA3. Aminosduren, die in allen drei Sequenzen identisch
sind, wurden rot geférbt.

Paarweise Sequenzvergleiche ergaben prozentuale Gemeinsamkeiten und Unterschiede

zwischen jeweils zwei Sequenzen (Tab. 23).

Tabelle 23: Homologie-Vergleiche zwischen den drei potenziellen w-Transaminasen von B. raffinosifermentans. Angegeben
sind der Anteil identischer (% Identities) und dhnlicher (% positives) Aminosduren und den Liicken (% gaps) zwischen den
verglichenen Sequenzen.

qguery: subject % identities % positives % gaps
BroTAl: BroTA2 28 51 7
BroTA1: BroTA3 30 48 8
BroTA2: BroTA3 30 50 7

Die Proteine haben nur etwa 30 % identische Reste und rund 50 % a&hnliche

Sequenzabschnitte (Tab. 23). Die Anzahl an Aminosaureresten, die in allen drei Sequenzen

~ Eazlrx



Ergebnisse

identisch sind, ist recht niedrig (Abb. 54). Das ldsst vermuten, dass die Enzyme

unterschiedliche biochemische Eigenschaften haben.

Die Gensequenzen der potenziellen w-Transaminasen von B. rdffinosifermentans sind im

Anhang zu finden.

Diese drei Proteine scheinen nur im Reich der Pilze vorzukommen. Ein Vergleich dieser drei
Proteine mit den Sequenzen von NCBInr lieferte in den Top 100 Ergebnissen nur Proteine
pilzlichen Ursprungs. Eine Wiederholung der Datenbanksuche gegen NCBInr ohne die
Eintrage des Taxons fungi lieferte keine Treffer. Interessanterweise hat eine Homologiesuche
mit verschiedenen w-Transaminasen unterschiedlicher Pilze, sowohl Hefen als auch
mycelbildender Pilze, in der Proteindatenbank von B. raffinosifermentans zu keinem

Ergebnis geflihrt.

3.3.5. Klonierung und Expression der potenziellen w-Transaminasen von B.
raffinosifermentans

Die einzelnen Gene wurden mittels PCR aus genomischer DNA amplifiziert. In einem
weiteren PCR-Schritt wurden die amplifizierten Fragmente an beiden Enden mit Uberhdngen
versehen, die 18 Basen lang waren. Diese Uberhinge waren komplementir zu den

Bereichen um die Pacl Schnittstelle im XPLOR3® Vektor.

Fiir die Expression wurde der XPLOR3® Vektor verwendet. Die Transformation wurde so

durchgefiihrt, dass der Vektor in eine Kopie des 25S rDNA Gens inserierte.

3.3.6. Ergebnisse der Aktivitatstests

Die Tests erfolgten mit gereinigten Enzymen, da unter Verwendung des Rohextrakts im
Vortest schon qualitativn Umsatze gemessen wurden. Aullerdem haben die
Wachstumsversuche gezeigt, dass B. rdffinosifermentans B-Aminosduren verwerten kann.

Durch das Verwenden von gereinigten Enzymen kann ausgeschlossen werden, dass
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eventuelle Aktivitdat von unbekannten Enzymen stammt. Des Weiteren kann so gemessene

Aktivitat dem richtigen Enzym zugeordnet werden.
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Abbildung 55: Aktivitdt von BroTA1 mit a-Ketoglutarat als Aminoakzeptor und 8-Homophenylalanin (bHF) bzw. 8-
Homoalanin (bHA) als Aminodonor bei verschiedenen pH-Werten. Dargestellt ist der prozentuale Anteil des eingesetzten a-
Ketoglutarats, der nach 75 min aminiert wurde, mit Standardabweichung. N=3.

BroTA1 zeigt bei den verwendeten Bedingungen eine nur sehr geringe Aktivitat mit grolRer
Standardabweichung. Daher wurde das Enzym fiir die ndachsten Tests nicht mehr verwendet
(Abb. 55). Das Donoren-Spektrum fiir die Tests mit BroTA2 und BroTA3 wurde um B-Leucin
und GABA erweitert. Das pH-Spektrum wurde ebenfalls erweitert, um zu priifen, ob ein

niedrigerer pH-Wert zu hoheren Umsétzen fihrt.
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Abbildung 56: Aktivitdt von BroTA2 mit a-Ketoglutarat als Aminoakzeptor und 8-Homophenylalanin (bHF), 8-Homoalanin
(bHA), y-Aminobutterséure (GABA) und B-Leucin (bL) als Aminodonor bei verschiedenen pH-Werten. Dargestellt ist die
Menge an umgesetztem a-Ketoglutarat nach 75 min in % vom eingesetzten a-Ketoglutarat. N=2, die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an.

Erste Versuche mit BroTA2 zeigen, dass das Enzym alle eingesetzten Substrate umsetzen
kann. Bei allen Substraten wird pH 6 bevorzugt (Abb. 56). Ein noch niedrigerer pH-Wert oder
ein anderer Aminoakzeptor kdnnten moglicherweise dazu beitragen bessere Umsatze zu

erzielen.
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Abbildung 57: Aktivitdt von BroTA3 mit a-Ketoglutarat als Aminoakzeptor und 8-Homophenylalanin (bHF), 8-Homoalanin
(bHA), y-Aminobutterséure (GABA) und 6-Leucin (bL) als Aminodonor bei verschiedenen pH-Werten. Dargestellt ist die
Menge an umgesetztem a-Ketoglutarat nach 75 min in % vom eingesetzten a-Ketoglutarat. N=2, die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an.

Auch BroTA3 kann alle eingesetzten Aminodonoren umsetzen (Abb. 57), allerdings weniger
Effizient als BroTA2. Auch ein Trend bezliglich des pH-Werts ldsst sich hier nicht erkennen. Es

scheint so, als ob das pH-Optimum Substratabhéangig ist.

Die ersten Versuche mit den Enzymen von B. raffinosifermentans zeigen geringe Aktivitat
(Abb. 55-57). Moglicherweise kann die Aktivitdt mit anderen Reaktionsbedingungen, wie z.B.
dem pH-Wert oder einem anderen Akzeptor verbessert werden. Dazu sind weitergehende
Experimente notwendig. Vor allem BroTA2 ist sehr vielversprechend, da es von allen

Enzymen die hochste Aktivitat aufweist.

Die beiden potentiellen w-Transaminasen LsoTA und PmoTA zeigten mit den in dieser Arbeit

verwendeten B- und y-Aminosduren keine Aktivitat.



Diskussion

4. Diskussion

4.1. Diskussion der Ergebnisse der V. boronicumulans w-Transaminase

Um neue w-Transaminasen fir die Produktion verschiedener B- und y-Aminosduren oder
anderen Aminen zu erhalten, wurden drei Ansatze verfolgt. Im ersten Ansatz wurde
einschlagige Literatur nach potenziellen Produzenten von w-Transaminasen durchsucht.
Dabei hat sich V. boronicumulans als vielversprechender Kandidat herausgestellt. V.
boronicumulans ist ein gramnegatives, stabchenférmiges Bakterium. Es wurde 2008 in Japan
aus Bodenproben isoliert. Eine Besonderheit dieses Organismus ist, wie der Name
boronicumulans schon sagt, dass er Bor akkumuliert, in Form von Borat. Dabei werden
Konzentrationen von 728 + 88.3 nmol Borat pro Gramm Trockengewicht erreicht [100], was
in etwa dem 13-fachen der oralen LDso flir Ratten entspricht [194]. Die Proteinsequenzen
von V. boronicumulans sind bei NCBI verfligbar. Daher konnten alle Proteine dieser Art mit
einer bekannten w-Transaminase (StoTA) und einem potenziellen Motiv flir aromatische w-
Transaminasen verglichen werden. Das Protein, das die hochste Homologie zu der Sequenz
von StoTA hat, war zu Beginn dieser Arbeit noch als ,putative protein” gelistet, wahrend der
Arbeit wurde es durch die procaryotic genome annotation pipeline (pgap) [195,196] in silico
als ,,aminotransferase class IlI-fold pyridoxal phosphate-dependent enzyme” klassifiziert. Fir
die Richtigkeit dieser theoretischen Vorhersage liegen nun durch die vorliegende Arbeit auch

experimentelle Beweise vor.

Das Motiv fiir aromatische w-Transaminasen [184] passt zu der Sequenz von VboTA (vgl.
Abb. 18 Kapitel 3). Die Aktivitatsversuche haben ergeben, dass VboTA tatsachlich eine w-
Transaminase ist, wodurch die theoretische Vorhersage experimentell bestatigt werden
konnte. Zusatzlich wurde festgestellt, dass das Substratspektrum des Enzyms nicht auf
aromatische B-Aminosauren beschrankt ist. Die verzweigte Aminosaure B-Leucin wird sogar
am besten umgesetzt, wahrend B-Homophenylalanin, eine aromatische Aminosaure, am
langsamsten umgesetzt wird. Die Fahigkeit, nur aromatische B-Aminosauren umzusetzen,
scheint selten zu sein. Die beschriebenen Enzyme, die aromatische B-Aminosduren
umsetzen, kénnen auch aliphatische und verzweigte B-Aminosauren verwerten. So sind

neben VboTA zum Beispiel Enzyme von S. thermophilus (StoTA) [174], Mesorhizobium sp.
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LUK [189], Mesorhizobium loti [182] und Polaromonas sp. JS666 [85] bekannt, die

aromatische und aliphatische Aminosauren desaminieren.

Auf der anderen Seite sind einige w-Transaminasen beschrieben, die nur aliphatische B- oder
y-Aminosduren umsetzen, aber keine aromatischen Aminosduren. Beispiele hierfiir sind bei
Achromobacter denitrificans [187], Chromobacterium violaceum [188,197] oder Vibrio
fluvialis [87] zu finden. Moglicherweise haben die weniger substratspezifischen Enzyme eine
groRere o-Tasche, in der die Seitenketten der Aminosduren gebunden werden. Dadurch
waren diese Enzyme in der Lage, sowohl Aminosdauren mit kleinen Seitenketten, als auch
welche mit sperrigen Seitenketten zu binden. Eine weitere mogliche Erklarung ist, dass es in
der o-Tasche flexible Reste gibt, die die Tasche je nach Platzbedarf des Substrates
vergroRern oder verkleinern, indem sie in die Tasche hineinreichen oder aus ihr
herausklappen. Einen dhnlichen Mechanismus zur Substratbindung bildet das sogenannte
Lflipping arginine”. Dieses Arginin kann in die Bindetasche hineinreichen oder
herausklappen, dadurch andert sich die GréRe der Tasche. Munsberg et al. haben mehrere
Transaminasen miteinander verglichen und dabei festgestellt, dass die Enzyme mit geringem
Substratspektrum dieses Arginin nicht besitzen und sich dadurch von den flexibleren
Transaminasen unterscheiden [198]. Diese Theorie wird durch einen Strukturvergleich von
VboTA mit der w-Transaminase von V. fluvialis mit der RCSB Accession 5ZTX gestlitzt (Abb.
59). Der Vergleich zeigt, dass das substratbindende Arginin in VboTA (R40) mit einem
Glutamat (E74) interagiert. Beide Aminosauren befinden sich in der Nahe des Co-Faktors PLP
und sind somit nah an der katalytischen Stelle des aktiven Zentrums. Bei dem V. fluvialis
Enzym befindet sich an den entsprechenden Stellen ein Arginin (R28) und ein Glycin (G55),
wie das Alignment in Abb. 58 zeigt. Das Arginin in dem V. fluvialis Enzym befindet sich sehr
weit vom Co-Faktor und dem katalytischen Lysin entfernt. AuBRerdem gibt es das Glutamat
nicht, mit dem Arginin 40 in VboTA interagiert (Abb. 59). Daher scheint es den flipping
Arginin-Mechanismus in diesem Enzym nicht zu geben, was eine Begriindung fiir das engere

Substratspektrum sein kdnnte.
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Query_10001 1  MTTAID-QALAQAHQR--FTDGNPESLRRFEAQTRYMPGANSRYVLFYAPFPLTIAKGEGASLWDADGHRYTOFIJEYTA 77
Query_10002 1  MNKPQSWEARAETYSLYGFTD--------------- MPSLHQRGTV------- VVTHGEGPYIVDVNGRRYLDANSGYWN 58

Query_10001 78  GVYGHSAPEIREAVIEAMQG--GINLTGH--NLLEGRLAQTICERFP-QVEQLRFTNSGTEANLMALTAAL------ RFT 146
Query_10002 59  MVAGFDHKGLIDAAKAQYERFPGYHAFFGRMSDQTVMLSEKLVEVSPFDSGRVFYTNSGSEANDTMVKMLWFLHAAEGKP 138

Query_10001 147 GRRKIVVFSGGYHG---GVLGFGDQPSPTTVPF - ~-DFLVLPYND- -~ ===~ ADTARAQIDEHGAD-IA 201
Query_10002 139 QKRKILTRWNAYHGVTAVSASMTGKPYNSVFGLPLPGFVHLTCPHYWRYGEEGETEEQFVARLARELEETIQREGADTIA 218

Query_10001 202 AILVEPMQGASGCIPGGREFLQTLRGGATRVGALLVFDEVMT--SRLGPHGLANGLGIRADLTTLGKYIGGG-MSFGAFG 278
Query_10002 219 GFFAEPVMGAGGVIPPAKGYFQAILPILRKYDIPVISDEVICGFGRTGNTWGCVTYDFTPDAIISSKNLTAGFFPMGAVI 298

Query_10001 279 GRADVMAQFDPRTGAL---AHSGTFNNNVMTMAAGYAGLTQLFTPEAAAALAERGEAMRSRLNALCEREGVAMQFTGVGS 355
Query_10002 299 LGPELSKRLETAIEAIEEFPHGFTASGHPVGCATALKAIDVVMNEGLAENVRRLAPRFEERLKHIAERPNIG-EYRGIG- 376

Query_10001 356 LMNAHFLRGEVRRVADLAAVDGRLR--QLLFFHLLKEGIYTSPRGFVVLSLP---LSAQDIDRYVAAVGSFIEACRPLLL 430
Query_10002 377 FMWALEA---VKDKASKTPFDGNLSVSERIANTCTDLGLICRPLGQSVVLCPPFILTEAQMDEMFDKLEKALDKVFAEVA 453

Query_10001 431 SAG-- 433
Query_10002 454 AAALE 458

Abbildung 58: Sequenzvergleich von VboTA (Query_10001) und 5ZTX (Query_10002). Die roten Ovale markieren die Reste,
deren Seitenketten in Abb. 59 dargestellt sind. Aminosdurereste, die in beiden Sequenzen identisch sind, sind rot gefdrbt.
Ausgegraute Aminosduren markieren Stellen, an denen es in einer der Sequenzen Liicken gibt.
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Abbildung 59: Nahaufnahme des aktiven Zentrums im Strukturvergleich von VboTA und 5ZTX. Braun: VboTA, Cyan: 5ZTX. Die
Seitenketten der katalytischen Lysine sind dargestellt, K266 in VboTA und K285 in 5ZTX. Von VboTA sind ebenfalls die Reste
R40 und E74, und von 5ZTX die Reste R28 und G55 zu sehen.

VboTA hat eine spezifische Aktivitit von 0,82 pmol min' mg?! mit B-Phenylalanin als
Aminodonor und a-Ketoglutarat als Akzeptor. Das ist ein relativ hoher Wert. Im Vergleich
dazu hat StoTA nur eine spezifische Aktivitat von 0,29 umol min* mg?! mit B-Phenylalanin,
allerdings mit Pyruvat als Akzeptor anstelle von a-Ketoglutarat. Auch mit aliphatischen
Substraten ist VboTA mit einer spezifischen Aktivitdt 0,65 umol min~* mg! mit B-Homoalanin
aktiver als StoTA mit 0,36 umol mint mg™. Von Polaromonas sp. 15666 [158] ist eine w-
Transaminase (PowTA) beschrieben, die eine noch hohere Aktivitdt als VboTA aufweist. Es
wurde fur PowTA ein Km-Wert von 0,83 mmol L fur B-Phenylalanin und 47,4 mmol L fur
Pyruvat bestimmt. Weitere Werte sind nicht angegeben. VboTA hat dagegen einen Kn-Wert

fur B-Phenylalanin von 30,6 mmol L. Fur Pyruvat wurde der Wert nicht bestimmt.

In der kinetischen Auflésung erreicht VboTA sehr hohe Enantiomeren-Uberschiisse, teils
>99,9 %. Diese hohen Werte wurden mit B-Leucin, B-Homoalanin und B-Phenylalanin

erreicht (vgl. Tab. 20, Kapitel 3). Ebenso wurde nachgewiesen, dass das verbleibende
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Enantiomer nicht abgebaut wurde. Dies belegt die hohe Enantiomeren-Selektivitdt des
Enzyms. Einzig mit B-Homophenylalanin konnte ein so hoher Uberschuss nicht erreicht
werden. Da B-Homophenylalanin aber die Aminosdaure mit der langsamsten Umsatzrate von
allen getesteten ist, kann es sein, dass die Zeit nicht fiir einen vollstandigen Abbau des (R)-
Enantiomers ausreichte. VboTA hat selektiv das D-Enantiomer aller Substrate abgebaut.
Aufgrund der Nomenklatur-Regeln werden bei einigen Substraten die (S)-Form und bei
anderen die (R)-Form abgebaut. Interessanterweise wurden die Werte der Enantiomeren-
Uberschiisse mit Pyruvat als Akzeptor erreicht. Mit a-Ketoglutarat wurden deutlich
niedrigere Werte erzielt, obwohl es in kleinerem Malistab der bessere Akzeptor war. Das
liegt wahrscheinlich daran, dass die Substratkonzentrationen héher waren, was im Falle von
a-Ketoglutarat zu einer Edukt-Inhibition flhrt. AuBerdem fiihrt das entstehende Glutamat
ebenfalls zu einer Inhibition. Die Tatsache, dass Pyruvat in groBerem Malistab der bessere
Akzeptor ist, macht das Enzym interessant fiir biotechnologische Anwendungen, da Pyruvat

glinstiger ist als a-Ketoglutarat.

Die Bestimmung des Oligomerisationsgrades lieferte kein eindeutiges Ergebnis, eine
Messung ergab ein 2,7-mer, eine weitere Messung lieferte ein 1,4-mer als Ergebnis. Diese
Werte deuten auf ein Dimer hin, was zu den meisten bislang beschriebenen w-
Transaminasen passt. Die abweichenden Werte kénnen unter Anderem durch starke
Temperaturunterschiede im Labor zwischen den beiden Messungen erklart werden. Zum
einen verandert sich so eventuell das Bindeverhalten des Enzyms an der Saule. AulRerdem ist
es moglich, dass VboTA, trotz gekiihltem Transport, wahrend der Probenvorbereitung

zumindest teilweise in Monomere zerfallen ist.

Das Enzym VboTA ist einem Enzym von V. paradoxus (RCSB Eintrag 4A0A) sehr dhnlich. Die
Sequenzen haben zu 86 % gleiche Aminosduren an gleichen Stellen. Werden Reste mit
dhnlichen biochemischen Eigenschaften beriicksichtigt, betrdgt die Ahnlichkeit sogar 92 %.
Trotz der sehr hohen Homologie haben die Enzyme unterschiedliche Eigenschaften. So
desaminiert VboTA die Substrate bei einem Temperaturoptimum von 32 °C, wahrend das
Enzym von V. paradoxus (VpAT) das Optimum bei 55 °C hat [184]. Bei dieser Temperatur
verliert VboTA schon nach kurzer Zeit die Aktivitat. Die niedrigere Optimaltemperatur macht
VboTA fiir biotechnologische Prozesse interessant. Des Weiteren ist das Substratspektrum

von VboTA grofRer. Zwar setzt VpAT neben B-Phenylalanin auch B-Leucin um, aber mit 48 %
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der Geschwindigkeit, mit der B-Phenylalanin umgesetzt wird. VboTA kann beide Substrate
mit dhnlicher Geschwindigkeit umsetzen. Neben diesen recht grofRen Substraten kann VboTA
auch die kleinere B-Aminosaure B-Homoalanin mit 80 % der Umsatzgeschwindigkeit von B-
Phenylalanin umsetzen. Diese Aminosaure wird von VpAT quasi nicht als Substrat akzeptiert.
Hier wurde nur 1 % der Umsatzgeschwindigkeit mit B-Phenylalanin gemessen. Beiden
Enzymen gemein ist der breite pH-Bereich, in dem sie aromatische B-Aminosauren
umsetzen. VpAT zeigt in einem pH-Bereich von 4 - 11,2 Aktivitat, wahrend VboTA von pH 3-
11 aktiv ist. Im pH-Bereich von 6 — 10 zeigt VboTA iber 80 % Aktivitat, das Optimum mit 100
% Aktivitat liegt bei pH 9, wenn ein Kaliumborat-Puffer verwendet wird. Unter Verwendung
eines Carbonatpuffers mit pH 9 ist die Aktivitat deutlich niedriger. Sie betragt dann nur noch
37,8 £ 2,9 % der Aktivitat mit dem Boratpuffer. Das ldsst auf eine Anpassung des Enzyms an
eine Borat-haltige Umgebung schlieBen. Diese Schlussfolgerung passt zu der Tatsache, dass
V. boronicumulans Borat-haltige Lebensrdaume besiedelt und sogar Borat in der Zelle

akkumuliert [100].

V. boronicumulans muss noch weitere Enzyme zum Umsatz von nicht-proteinogenen
Aminosauren haben, da der Vortest mit dem Rohextrakt von V. boronicumulans ergeben hat,
dass auch 4-Aminopentansaure desaminiert werden kann. VboTA ist dazu allerdings nicht in
der Lage. Daher ist dieser Organismus ein vielversprechender Donor fir weitere w-
Transaminasen. Ein weiterer Hinweis auf das Vorhandensein anderer w-Transaminasen ist
die Tatsache, dass VboTA nicht in der Lage ist, GABA oder B-Alanin umzusetzen. Diese
Aminosauren sind allerdings Vorlaufermolekiile fir Bestandteile der Zelle. So ist B-Alanin ein
Teil von Coenzym A, das an einer Vielzahl von Stoffwechselprozessen beteiligt ist. GABA
wiederum ist ein Abbauprodukt von Putrescin, einem Polyamin, das als Stickstoffquelle oder
Speicher genutzt werden kann. Da VboTA diese Substrate nicht nutzen kann, kommt dem
Enzym wohl eine speziellere Rolle zu. Da V. boronicumulans in Japan, einem Land, in dem
viel Reis angebaut wird, aus Bodenproben isoliert wurde, ist es moglich, dass VboTA zur
ErschlieBung neuer Stickstoffquellen genutzt wird. Die Reispflanzen exportieren f-
Phenylalanin in ihre Rhizosphdre um andere Pflanzen am Wachstum zu hindern. Es ist
moglich, dass V. boronicumulans dieses B-Phenylalanin mittels VboTA als Stickstoffquelle
nutzt. Eine andere Aufgabe fiir VboTA im Stoffwechsel von V. boronicumulans kénnte in der
Bereitstellung von B-Phenylalanin flir die Produktion von Antibiotika darstellen. Das

Antibiotikum Hitachimycin enthélt einen B-Phenylalaninrest [199], daher ist es denkbar, dass
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V. boronicumulans dieses oder ein &dhnliches Antibiotikum produziert um sich gegen

Konkurrenten durchzusetzen.

Die Produktion von VboTA im Fermenter hat zu kontinuierlich héheren Ausbeuten gefiihrt.
Interessant ist, dass die Kultivierung im Autoinduktionsmedium zu der héchsten Ausbeute
flhrte, sowohl was die Masse an Zellen, als auch die Menge VboTA pro g Zellpellet angeht,
obwohl es die niedrigste Menge an Glukose enthielt. Eine mogliche Erklarung dafir ist, dass
die im Medium verbleibende Menge an Glukose zu hoch war und so zu einer Inhibition des
Wachstums und der Proteinproduktion fiihrt. Wiederholungen der Fermentationen mit
deutlich langeren Verwertungszeiten kdnnten zeigen, ob die niedrigeren Ausbeuten durch
eine Hemmung durch die hohen Glukose-Konzentrationen verursacht wurden. Die hohen
Glukose-Konzentrationen kdnnen zu einem Overflow-Metabolismus fiihren. Das ist ein
Schutzmechanismus bei zu hohem Nahrstoffangebot. Kommt es dazu, werden energiereiche
Metaboliten wie unter anderem Acetat aus der Zelle exportiert. Dadurch wird verhindert,
dass eine Energieladung von mehr als 0,8 in den Zellen vorliegt. Eine Ladung, die hoher als
0,8 ist, flihrt dazu, dass die bei der Atmung freigesetzte Energie nicht mehr in Form von ATP
gebunden werden kann und als Warme freigesetzt wird. Das wirde zu Zellschaden fiihren.
Hohe Konzentrationen von Acetat im Medium sind allerdings auch toxisch fir die E. coli
Zellen [200]. Die zu hohe Glukosemenge kann auch die im Vergleich zu anderen
Fermentationen von E. coli niedrigen Pelletmassen erklaren. Es wurden deutlich hohere
Zellausbeuten berichtet. So haben Matsui et al. eine Trockenmasse von 134 g L'! mit E. coli
K12 erreicht [201]. Markl et al. berichten sogar von 174 g L'! Trockenmasse. Hier wurde
allerdings ein Dialysereaktor verwendet, bei dem (iber eine Membran frisches Medium
zugegeben wurde und Hemmstoffe lber die Membran aus der Kultur heraus diffundieren

konnen [202].

4.2. Diskussion der Ergebnisse der S. thermophilus w-Transaminase

Die StoTA-Variante, bei der Asparagin 70 durch Glutamat ausgetauscht wurde, hat beim
Umsatz von y-Aminosauren an Aktivitat verloren. Das ldsst vermuten, dass N70 fiir deren
Umsatz wichtig ist. Die Struktur von StoTA ist der von VboTA recht dhnlich (vgl. Abb. 60).

VboTA hat an der Stelle, die bei StoTA N70 entspricht, einen Glutamat-Rest (E74). Die
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Tatsache, dass sich hier ein Glutamat befindet und VboTA nicht in der Lage ist, y-
Aminosauren umzusetzen, unterstreicht die Wichtigkeit von Asparagin fiir den Umsatz von y-
Aminosauren an dieser Stelle. N70 in StoTA bzw. E74 in VboTA liegen sowohl in der Nahe der
p-Tasche als auch in Nachbarschaft zu dem katalytischen Lysinrest (VergrofRerung in Abb.
60). Da die Carboxylgruppe des Substrates in der p-Tasche gebunden wird, ist es moglich,
dass die Seitenketten von Asparagin bzw. Glutamat mit der Aminogruppe wechselwirken.
Zwischen Asparagin und der y-Aminogruppe des Substrates kdnnte es zu AbstoRungen
aufgrund gleicher Ladung kommen, wodurch die Aminogruppe in Richtung des katalytischen
Lysins gedriickt wird, welches zu dem Zeitpunkt des Reaktionszyklus desaminiert vorliegt, in
dem die Aminosdure als Substrat gebunden wird. Bei Glutamat ist es genau anders herum.
Da kénne es zu einer Anziehung kommen, die die y-Aminogruppe von dem Lysin wegzieht,
weswegen es zu keiner Desaminierung von y-Aminosdauren kommen kann. Es ware
interessant, in einer weiterfilhrenden Arbeit eine E74N Mutante von VboTA zu erstellen, um

zu Uberprifen, ob das Enzym dann in der Lage ist, y-Aminosduren als Substrat zu erkennen.

Abbildung 60: Strukturvergleich zwischen StoTA (blau) und VboTA (braun). N70 (StoTA) und E74 (VboTA) sowie die
katalytischen Lysinreste sind markiert und benannt. In der VergréfSerung (rechts) ist zu sehen, dass sich N70 und E74 in der
Ndhe der p-Tasche und des katalytischen Lysins befinden. Die p-Tasche befindet sich auf Seite des Phosphatrestes (orange-
rot) von PLP (mit PLR markiert).
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Die zum Teil sehr grofRen Unterschiede in den Aktivitdten der StoTA Mutanten sind bei den
Varianten, die an das Motiv angepasst wurden, nicht darauf zurlickzufiihren, dass sich die
ausgetauschten Aminosauren im aktiven Zentrum befinden und so einen direkten Einfluss
auf die Katalyse haben. Die Stellen, an denen die Austausche vorgenommen wurden, liegen
nahe am N-Terminus, relativ weit entfernt vom aktiven Zentrum. S17 und Y47 liegen auf der
Aullenseite des Enzyms. T38 liegt im Eingang in das aktive Zentrum, lediglich N70 befindet
sich im Innern des Enzyms, aber nicht direkt im aktiven Zentrum. Es kdnnte sein, dass T38
am Eintritt des Substrates in das aktive Zentrum beteiligt ist und so einen Einfluss auf die
Aktivitdt nimmt. Eine &hnliche Vermutung wurde nach einer Untersuchung bislang
unbeschriebener w-Transaminasen von Mesorhizobium loti aufgestellt. In der Arbeit wurden
10 Proteine mit ahnlicher Sequenz als w-Transaminase vorhergesagt. Alle Vorhersagen
waren zutreffend, die Proteine unterschieden sich nur an wenigen Aminosaureresten, die
ebenfalls nicht im aktiven Zentrum lagen, aber am Eingang zu diesem. Auch diese Enzyme
unterschieden sich stark in der Aktivitdit mit den verwendeten Substraten [182]. Die
Erklarung dafir sollen Unterschiede in der Hydrophobizitat des Eingangsbereichs sein. Von
zweien der Enzyme sind die Oberflachenstrukturen des Eingangs in das aktive Zentrum

abgebildet (Abb. 61).
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Abbildung 61: Vergleich der Hydrophobizitét der Eingéinge zweier w-Transaminasen von M. loti. Rot zeigt eine negative, blau
eine positive Ladung an. WeifSe Flédchen sind neutral. A: Ladungskarte von mll1632, B: Ladungskarte von mlI3663. Abbildung
modifiziert nach [182].

Der Eingang von mll1632 ist hydrophiler als der von mlI3663 (Abb. 62) [182]. Das kdnnte
einen Einfluss auf die Loslichkeit der Substrate haben und somit in einem Unterschied in der
Aktivitdt resultieren. So zeigt das Enzym mll1632 deutlich geringere Aktivitat mit
aromatischen Aminen als mll3663. Dafiir ist es in der Lage B-Homoalanin umzusetzen, wozu
mlI3663 nicht in der Lage ist. Ein dhnlicher Effekt konnte die Aktivitatsunterschiede in den
StoTA Mutanten erklaren. Im Folgenden werden die Oberflachenkarten der vier
Einfachmutanten von StoTA mit dem Wildtyp verglichen. Dadurch sollen Unterschiede in der
Polaritdat oder der Hydrophobizitdt zwischen den Varianten aufgedeckt werden. Diese

konnten die Aktivitatsunterschiede erklaren.
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Abbildung 62: Unterschiede zwischen der Elektrostatik und der Hydrophobizitdt nach dem Aminosdureaustausch N70E. Die
Beschriftung gibt das Monomer, die Bezeichnung der Aminosdure und die Position, an der die Aminosdure liegt, an. Oben:
Elektrostatik in der Umgebung um N70 (WT, links) und der Mutante E70 (rechts). Die griinen Linien markieren die Grenze der
Umgebung. Eine blaue Fdrbung bedeutet, dass der Bereich eine positive Ladung (basisch) trégt, rot markiert eine negative
Ladung (sauer). WeifSe Fldchen sind ungeladen. Unten: Hydrophobizitdt der Umgebung um N70 (WT, links) und der Mutante
E70 (rechts). Die griinen Linien markieren die Grenze der Umgebung. In Cyan geférbte Bereiche sind hydrophil, gelbe
Bereiche sind hydrophob. Die Werte sind dimensionslos.

Asparagin liegt im Innern des Enzyms. Daher musste sehr nah herangezoomt werden, um es
abbilden zu koénnen. Abb. 62 zeigt, dass die Umgebung um Position 70 im Wildtyp starker
elektrostatisch geladen ist und dadurch auch hydrophiler ist. In Abb. 60 ist die Lage von N70
im Innern des Enzyms zu sehen. In der VergroRerung ist die Entfernung zum katalytischen
Lysin zu erkennen. Aufgrund dieser Entfernung scheint ein direkter Einfluss auf die Katalyse
der Transamination unwahrscheinlich. Da N70 aber auf der Seite der Phosphatgruppe des
PLPs und somit in der p-Tasche des Enzyms liegt, konnte es einen Einfluss auf die Bindung
der Carboxylgruppe des Substrats haben. Die Argininreste und N70 von StoTA sind in Abb. 64
dargestellt. Der Abbildung kann entnommen werden, dass sich N70 sehr nah an R36
befindet. Dieses Arginin befindet sich ebenfalls in der p-Tasche und kénnte das Arginin sein,
das die Carboxylgruppe der Substrate bindet. Ein Austausch der positiven Ladung des
Asparagins durch die negative Ladung des Glutamats (N70E) dirfte die Position von R36
andern, da es statt zu einer AbstolRung zu einer Anziehung kommt. Eine Positionsanderung

von R36 kann den Aktivitatsverlust mit 4-Aminopentansaure erkldren, da es moglich ist, dass
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die Aminogruppe der y-Aminosaure nun nicht mehr nah genug an K282 kommt, um den
nucleophilen Angriff zu ermaoglichen. In [184] wird postuliert, dass ein Glutamat-Arginin Paar
fiir die Umsetzung von B-Aminosduren notwendig ist. Dieses Modell muss erweitert werden,
da StoTA ebenfalls in der Lage ist, B-Aminosdauren umzusetzen, an der entsprechenden Stelle
aber ein Asparagin-Arginin Paar besitzt. Scheinbar wird das aktive Zentrum einer w-
Transaminase durch einen Asparaginrest anstelle eines Glutamatrestes flexibler und dadurch

in die Lage versetzt, auch y-Aminosauren umzusetzen.

Abbildung 63: Detailaufnahme des aktiven Zentrums von StoTA zur Verdeutlichung der potenziellen Wechselwirkungen von
N70 mit dem Arginin, das vermutlich die Carboxylgruppe des Substrates bindet. Die Seitenketten des katalytischen Lysins
282, N70 und sémtlicher Arginin Reste sind dargestellt und Namen und Positionsangaben versehen. Arginin 139 ist Teil von
Monomer A, die librigen markierten Aminosduren liegen auf Monomer B.

Diese Theorie wird dadurch gestiitzt, dass es in VboTA eine dhnliche Struktur gibt. Auch hier
interagiert ein Arginin, das sich an dhnlicher Stelle befindet wie R36 in StoTA, mit dem
Glutamat an Position 74 (Abb. 64). Das R36 in StoTA wird als ,flipping arginine” bezeichnet,
welches dafiir verantwortlich ist, dass einige w-Transaminasen ein breites Substratspektrum

haben. Eine R36A Mutante von StoTA verlor 50 % der Aktivitat mit B-Phenylalanin [174], was
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die Vermutung unterstreicht, dass Arginin 36 in StoTA, bzw. R40 in VboTA an der

Substratbindung beteiligt sind.

Eine weitere Erklarung fiir das unterschiedliche Reaktionsverhalten mit y-Aminosauren ist,
dass Glutamat negativ geladen ist, wahrend Asparagin eine positive Ladung tragt. Dadurch
kommt es zu unterschiedlichen Interaktionen mit dem Substrat. Da die Kohlenstoffatome, an
die in Aminosaduren die Aminogruppe gebunden sind, aufgrund des starken -l Effekts der
Aminogruppe eine positive Partialladung tragen, kann es durch die positive Ladung des
Asparagins zu einer AbstoBung kommen, die das Substrat in die richtige Position driickt.
Diese Partialladung wird vom Glutamat angezogen, wodurch die y-Aminosaure nicht richtig
gebunden und so nicht richtig umgesetzt wird. Diese Anziehung bzw. AbstoRung kann bei -
Aminosauren aufgrund des kirzeren Abstands zwischen der Aminogruppe und der
Carboxylgruppe eine untergeordnete Rolle spielen, da beide Varianten B-Aminosduren

umsetzen konnen.

(V./ B\&G 67

Abbildung 64: Detailaufnahme des aktiven Zentrums von VboTA zur Verdeutlichung der potenziellen Wechselwirkungen von
E74 mit dem Arginin, das vermutlich die Carboxylgruppe des Substrates bindet. Die Seitenketten des katalytischen Lysins
266, E74 und sdmtlicher Arginin-Reste sind dargestellt und mit Namen sowie Positionsangaben versehen.
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Abbildung 65: Unterschiede zwischen der Elektrostatik und der Hydrophobizitdt nach dem Aminosdureaustausch S17P. Die
Beschriftung gibt das Monomer, die Bezeichnung der Aminosdure und die Position, an der die Aminosdure liegt, an. Oben:
Elektrostatik in der Umgebung um S17 (WT, links) und der Mutante P17 (rechts). Die griinen Linien markieren die Grenze der
Umgebung. Eine blaue Fdrbung bedeutet, dass der Bereich eine positive Ladung (basisch) trégt, rot markiert eine negative
Ladung (sauer). WeifSe Fldchen sind ungeladen. Unten: Hydrophobizitdt der Umgebung um S17 (WT, links) und der Mutante
P17 (rechts). Die griinen Linien markieren die Grenze der Umgebung. In Cyan geférbte Bereiche sind hydrophil, gelbe
Bereiche sind hydrophob. Die Werte sind dimensionslos. Die Struktur, die in der Mitte der Abbildungen zu sehen ist, ist ein
Teil des Co-Faktors PLP.

Abb. 65 ist zu entnehmen, dass die Umgebung um die Aminosaure an Position 17 beim
Wildtyp starker negativ geladen ist als bei der S17P Mutante. Dadurch ist diese Region auch
deutlich hydrophiler. Allerdings liegt diese Stelle nicht im Eingang zum aktiven Zentrum.
Daher scheint ein Einfluss auf die Aufnahme der Substrate ausgeschlossen. Dazu passt, dass
sich die Einzelmutante S17P nur wenig in der Aktivitat des Wildtyps unterscheidet. Einige

Substrate werden etwas schlechter umgesetzt, einige etwas besser.

~112~



Diskussion

Abbildung 66: Unterschiede zwischen der Elektrostatik und der Hydrophobizitdt nach dem Aminosdureaustausch T38V. Die
Beschriftung gibt das Monomer, die Bezeichnung der Aminosdure und die Position, an der die Aminosdure liegt, an. Oben:
Elektrostatik in der Umgebung um T38 (WT, links) und der Mutante T38V (rechts). Die griinen Linien markieren die Grenze
der Umgebung. Eine blaue Fdrbung bedeutet, dass der Bereich eine positive Ladung (basisch) trdgt, rot markiert eine
negative Ladung (sauer). Weife Fldchen sind ungeladen. Unten: Hydrophobizitit der Umgebung um T38 (WT, links) und der
Mutante T38V (rechts). Die griinen Linien markieren die Grenze der Umgebung. In Cyan geférbte Bereiche sind hydrophil,
gelbe Bereiche sind hydrophob. Die Werte sind dimensionslos. Die orange-rote Struktur in der Mitte der Abbildungen ist die
Phosphatgruppe von PLP.

Hinsichtlich der Ladung unterscheiden sich das Wildtypenzym und die T38V-Variante kaum,
der Wildtyp ist an dieser Stelle leicht positiv, wahrend die Mutante neutral ist. Bei der
Hydrophobizitdt ist der Unterschied deutlicher ausgepragt, der Wildtyp ist neutral bis
hydrophil, die Mutante eher neutral bis hydrophob (Abb. 66). Es ist deutlich zu sehen, dass
Position 38 im Eingang in das aktive Zentrum liegt. Daher dirften sich die Unterschiede in
der Hydrophobizitat auch auf die Aufnahme der Substrate in das aktive Zentrum auswirken.
Was auch erklart, dass vier der Substrate, die zum Teil aufgrund von Phenylresten sehr

hydrophob sind, von der Mutante T38V schlechter umgesetzt werden als vom Wildtypen.
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Abbildung 67: Unterschiede zwischen der Elektrostatik und der Hydrophobizitdt nach dem Aminosdureaustausch Y47T. Die
Beschriftung gibt das Monomer, die Bezeichnung der Aminosdure und die Position, an der die Aminosdure liegt, an. Oben:
Elektrostatik in der Umgebung um Y47 (WT, links) und der Mutante Y47T (rechts). Die griinen Linien markieren die Grenze
der Umgebung. Eine blaue Fdrbung bedeutet, dass der Bereich eine positive Ladung (basisch) trdgt, rot markiert eine
negative Ladung (sauer). WeifSe Fldchen sind ungeladen. Unten: Hydrophobizitit der Umgebung um Y47 (WT, links) und der
Mutante Y47T (rechts). Die griinen Linien markieren die Grenze der Umgebung. In Cyan gefdrbte Bereiche sind hydrophil,
gelbe Bereiche sind hydrophob. Die Werte sind dimensionslos.

Bezliglich Elektrostatik und Hydrophobizitat unterscheiden sich der Wildtyp und die Mutante
Y47T kaum. Beide Enzyme sehen in Abb. 67 nahezu gleich aus. Position 47 befindet sich auch
nicht im aktiven Zentrum oder im Eingang dazu, daher ist eine Auswirkung auf die Aufnahme
oder Interaktion mit dem Substrat eher unwahrscheinlich. Allerdings befindet sich diese
Region an der Interaktionsfliche zwischen den beiden Monomeren der Enzyme.
Moglicherweise hat der Austausch von Tyrosin gegen Threonin einen Einfluss auf die Bildung

des Holoenzyms und daher einen Einfluss auf die Aktivitat.

Die Darstellung der Zwei-, Drei- oder Vierfachmutanten in einer Abbildung war nicht
moglich, da die Positionen, an denen Aminosduren ausgetauscht wurden, an verschiedenen
Stellen des Enzyms liegen, so dass in der Darstellung der Oberflachenkarten wie in den Abb.
62 und 65-67 immer nur eine ausgetauschte Aminosdure gut sichtbar ist. Daher wurde auf
die Darstellungen verzichtet. Aufgrund der Entfernung der Aminosauren zueinander ist eine
direkte Interaktion der ausgetauschten Aminosdurereste mit ziemlicher Sicherheit

auszuschlieBen. So liegt zum Beispiel S17 auf der AulRenseite des Enzyms, wahrend T38 im
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Eingang in das aktive Zentrum liegt (Abbildungen 44 und 45). S17P und T38V alleine haben
nur einen minimalen Aktivitdtsgewinn bei wenigen Substraten. Die Doppelmutante, die
beide Austausche enthilt, zeigt dagegen den hochsten Aktivitatsgewinn aller Varianten bei
vier von fiinf Aminodonoren. Bei dem fiinften Donor hat S17P|T38V immer noch die
zweithochste Aktivitdat aller Enzymvarianten. Die Unterschiede in den Aktivitditen der
verschiedenen Mutanten missen noch andere Griinde als veranderte Hydrophobizitat bzw.
Partialladungsverteilungen der Enzymoberfliche haben. In zukiinftigen Untersuchungen
muss noch ermittelt werden, warum die Einzelmutanten S17P und T38V nur einen sehr
kleinen Effekt haben, wahrend die Doppelmutante S17P|T38V einen sehr groRen Effekt hat,
obwohl beide Austauschstellen nicht in Verbindung zueinanderstehen. Interessant ist, dass
sich die Doppelmutante T38V|Y47T anders verhélt. Sie hat zwar im Vergleich zum Wildtyp
eine deutlich erhohte Aktivitat, aber die Einzelmutante Y47T ist mit den Aminodonoren B-
Homophenylalanin, f-Homoalanin und 4-Aminopentansaure aktiver. Nur mit B-Leucin und 8-
Phenylalanin ist die Doppelmutante aktiver als Y47T. Auch hier liegen die Positionen zu weit

auseinander um sich gegenseitig zu beeinflussen.

4.3. Diskussion der Ergebnisse von B. raffinosifermentans

Die Enzyme, die in B. raffinosifermentans als potenzielle w-Transaminasen identifiziert
wurden, zeigen unter den ersten Testbedingungen nur relativ wenig Aktivitdt mit den
getesteten B-Aminosduren und GABA. Da B. raffinosifermentans aber, wie durch die
Wachstumsversuche (vgl. Abb. 50, Seite 89) gezeigt, durchaus in der Lage ist, diese B-
Aminosauren zu verwerten, missten in zukinftigen Versuchen die Reaktionsbedingungen
fir den Aktivitatstest verandert werden, um zu prifen, welche speziellen Parameter
besonderen Einfluss auf die Aktivitat wahrend der Messung haben. Hier bote sich eine
Anderung des pH-Werts an oder ein Temperaturwechsel. Die Versuche mit VboTA haben
ergeben, dass auch ein anderer Aminoakzeptor zu einer Erhohung der Aktivitat fiihren
konnte. Ein Wechsel von Oxalacetat zu a-Ketoglutarat hat dort bei einigen Akzeptoren etwa
eine Verdopplung der spezifischen Aktivitdit gebracht. Die gewadhlten Bedingungen
(Temperatur, pH-Wert) dhnelten denen der Kultivierung von B. raffinosifermentans. Daher

wurden sie flir den ersten Test verwendet. Es besteht auch die Moglichkeit, dass B.
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raffinosifermentans nur Gber schwach aktive w-Transaminasen verfligt und der Abbau der B-
Aminosauren in den Wachstumsversuchen nicht Gber solche Enzyme verlief. Es ist bekannt,
dass einige Pflanzen, z.B. einige Kultivare von Oryza sativa, B-Aminosduren durch
Aminomutasen herstellen [21,23,203]. Diese Enzyme verschieben die Aminogruppe von der
a-Position in die B-Position oder zurlck. Moglicherweise besitzt B. raffinosifermentans
ebenfalls solche Mutasen, die B-Aminosduren in ihre a-Aminosaureanaloga umwandeln,
welche dann Uber die Standardstoffwechselwege verwertet und als Stickstoffquelle
verwendet werden konnen. Wachstumsversuche mit B. raffinosifermentans Mutanten, bei
denen eine oder mehrere der potenziellen w-Transaminasen ausgeschaltet sind, wirden
Klarheit dartber bringen, ob diese Enzyme an der Verwertung der B-Aminosauren beteiligt
sind. Falls B. raffinosifermentans ohne eines oder mehrere dieser Proteine nicht mehr mit B-
Aminosauren als N-Quelle wachsen kann, ware das ein Hinweis darauf, dass es sich bei
diesen Enzymen tatsachlich um w-Transaminasen handelt. Falls diese B. raffinosifermentans
Mutanten weiterhin gut auf den B-Aminosauren wachsen kdénnen, kann eine Beteiligung

dieser drei Proteine am Abbau von B-Aminosauren ausgeschlossen werden.

Ebenfalls zu erwdhnen ist, dass die potenziellen w-Transaminasen von B. raffinosifermentans
scheinbar nur im Reich der Pilze vorkommen. Ein Abgleich der Sequenzen gegen NCBInr
lieferte in den Top 100 Ergebnissen lediglich Treffer bei Proteinen pilzlichen Ursprungs. Eine
Wiederholung der Suchen gegen NCBInr ohne Eintrage flr das Reich der Pilze lieferte keine

Proteine mit dhnlicher Sequenz.

Eine Besonderheit von BroTA1 ist, dass sie die einzige der drei potenziellen w-Transaminasen
von B. raffinosifermentans ist, die noch einer weiteren Pfam mit der Nummer PF13500.6
zugeordnet wurde. Dass sie diese Pfam enthalt, eine AAA Domane, erklart, warum BroTA1l
mit 85,5 kDa etwa 40 kDa grofRer ist als andere w-Transaminasen. Diese zusatzliche Domane
konnte durch Genfusion im Laufe der Evolution von B. raffinosifermentans entstanden sein
und die niedrige Aktivitat erklaren. Moglicherweise hat sich durch diese Fusion eine sehr
spezielle Funktion herausgebildet und die Vielseitigkeit, wie sie viele w-Transaminasen

aufweisen, ging verloren.
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5. Zusammenfassung

Insgesamt waren die drei bearbeiteten Ansdtze zur Identifikation und anschliefenden
Modifikation von w-Transaminasen erfolgreich. Die Literaturrecherche gekoppelt mit einer
Datenbanksuche fiihrte zu einer bis dahin nur theoretisch vorhergesagten w-Transaminase,
die zu Beginn dieser Arbeit noch als hypothetisches Protein bezeichnet wurde. Das Protein
VboTA weist zwar eine hohe Sequenzhomologie zu einem Enzym von V. paradoxus auf, doch
beide Enzyme unterscheiden sich in ihrem Reaktionsverhalten, vor allem bezliglich

Temperaturoptimum und Substratspektrum.

Bei der Optimierung des S. thermophilus Enzyms hat sich gezeigt, dass das Anpassen an das
Motiv sinnvoller war als die Versuche, das aktive Zentrum zu verandern. Hier wurden sieben
Varianten erstellt, die eine hdhere Aktivitat aufweisen als das Wildtypenzym. Vor allem die
Mutanten Y47T, S17P|T38V und T38V|Y47T haben stark erhohte Aktivitdten bei dhnlicher
Temperaturstabilitat. Diese Varianten setzen B-Homophenylalanin je nach Variante etwa 4-
6-mal schneller um als der Wildtyp. AuBerdem hat sich herausgestellt, dass das Motiv, das
urspriinglich fir die Vorhersage aromatischer w-Transaminasen verwendet werden sollte,
nicht nur auf aromatische w-Transaminasen passt, da sowohl VboTA als auch StoTA neben
aromatischen Aminosduren auch aliphatische Substrate akzeptieren. Die erhohte Aktivitat
zusammen mit dem breiten Substratspektrum macht die Varianten interessant fir

biotechnologische Prozesse.

Auch die vollstandige Durchmusterung der Stammsammlung durch Enzymaktivitatstests war
erfolgreich. Es konnten drei potenzielle w-Transaminasen in B. raffinosifermentans
identifiziert werden. Hier bedarf es zwar noch weiterer Versuche zur Charakterisierung der
Enzyme, es konnte aber trotzdem ein Einblick in bisher unbekannte Stoffwechselfunktionen
von B. raffinosifermentans erhalten werden. Ahnlich verhilt es sich mit LsoTA und PmoTA.
Diese Proteine sind der bekannten w-Transaminase StoTA dhnlich, doch konnte mit den zur

Verfligung stehenden Substraten keine Aktivitat festgestellt werden. Auch hier bedarf es
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zusatzlicher Versuche mit weiteren Substraten, um nachzuweisen, ob es sich tatsachlich um

w-Transaminasen handelt.
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Anhang

Gensequenz von VboTA

CATATGACCACTGCGATTGACCAGGCACTGGCACAAGCGCATCAGCGCTTCACGGATGGCAACCCGG
AATCGCTGCGTCGCTTCGAAGCGCAAACCCGTTATATGCCGGGTGCGAACAGTCGCTCGGTTCTGTT
CTATGCCCCATTTCCGTTGACCATCGCGAAAGGTGAAGGCGCATCACTGTGGGACGCAGATGGCCAT
CGCTACACGGACTTTATCGCGGAGTATACGGCTGGCGTGTATGGTCACTCTGCCCCAGAAATCCGGG
AAGCGGTCATTGAGGCGATGCAGGGTGGTATCAATCTCACTGGCCACAACTTGCTGGAAGGCCGTCT
GGCTCAGACCATCTGCGAACGCTTTCCTCAGGTCGAGCAGCTCCGTTTCACCAATAGCGGCACGGAA
GCGAATCTTATGGCTCTGACAGCTGCGTTGCGTTTTACCGGTCGTCGCAAGATTGTGGTGTTTTCTGG
CGGGTATCATGGTGGGGTACTGGGATTTGGGGACCAACCCTCTCCGACCACAGTGCCGTTTGACTTT
CTGGTGCTCCCGTACAACGACGCCGATACTGCACGCGCCCAAATCGACGAACATGGTGCGGATATTG
CAGCGATCCTGGTGGAACCGATGCAAGGCGCCAGCGGGTGTATTCCGGGTGGCCGTGAGTTCCTGC
AGACCCTGCGTGGTGGGGCAACACGCGTTGGAGCATTACTCGTGTTCGATGAGGTAATGACGTCGC
GGTTAGGTCCCCATGGCTTAGCGAATGGACTGGGCATTCGTGCCGATCTGACTACCCTTGGCAAATA
CATTGGTGGCGGAATGTCCTTTGGAGCCTTTGGTGGTCGCGCGGATGTGATGGCGCAGTTCGATCCG
CGTACCGGTGCCCTTGCCCATAGTGGCACGTTCAACAACAATGTCATGACCATGGCAGCGGGCTACG
CTGGCCTGACACAGCTGTTTACGCCTGAAGCCGCCGCTGCCTTGGCCGAACGTGGCGAGGCGATGC
GTTCCCGCTTAAACGCTCTTTGCGAACGCGAAGGCGTTGCCATGCAATTTACCGGCGTTGGCAGCCT
GATGAATGCCCACTTCCTGCGCGGTGAAGTACGCCGTGTTGCGGATCTGGCGGCTGTAGATGGTCG
GTTACGCCAGTTGCTGTTCTTTCACCTTCTGAAAGAGGGGATTTACACTAGCCCACGCGGGTTTGTGG
TTCTGAGTCTGCCTCTCAGCGCTCAGGATATTGATCGCTATGTCGCAGCAGTCGGATCCTTCATTGAA
GCGTGTCGCCCGTTATTGCTGTCAGCAGGGCTCGAG

Gensequenz von StoTA

ATGAGCAGCGGCAGCCGACGAGGTGGGAACGTTTACCGGGAGCCGGGGTCGGCCGCGGCGGACCT
GTTCGAGCGAGCACGCCGGGTGCTCCCTGGAGGCAACACCCGCACAACCGTCTACAGCGCGCCCTA
CCCGCCCTACGCGGCCCGGGGLCCGTGGCGCGGTTATCGTCGATGCCGACGGGGAGGAACGGCTCG
ACTTCGTCAATAACTACACCGCGCTCATCCACGGCCACGCCGACCCGGACATCAACGAGGCGGTCAT
CCGCCAGCTCGCGGACGGCGTGGCCTTCGCGATGCCGACCGAACACGAGATCGCCCTCGCGGAGCT
GCTCACGGAGCGCGTGCCGTCGCTGCAGCAGGTGCGCTTCACCAACTCTGGTACCGAGGCGGTGAT
GATGGCGATCAAGGCGGCGCGCGCTTACACGGGTCGGCCGCGGATCGCGAAGTTCGACGGCTGCTA
CCACGGTTCCTACGACTTCGCAGAGGTGAGCACGCAGTCCAGTGGGAAACCCGGGGAAGACGGGTT
CCCTGTGGCGACGCCGTACACCGGCGGCACACCTCAGGCAGTGCTGGACTCGGTGGTGGTCCTCCCC
TTCAACGACATCGACGGGACCGAGCGGCTGATCGAGCAGCACCGGGACGAGCTGGCGGCGGTGLT
GATCGACCCGAACCCGCGCAGCCTCGGGCTGTACCCGGCCGAACCGGCATTCCTCCAGCGGCTGLG
AGAGATCACTCGTGCCTACGGCATCGTGCTGATCTTCGACGAGGTCATCTCGCTCCGCTCGGACTAC
GGCGGGATGCAGTCGGTGCTCGGGGTGACTCCGGACCTGACGGCGATGGGGAAGATCATCGGCLGG
TGGCTTCCCGGTTGGGGCAGTAGGAGGCTCGGCCGAGGTGATGTCGGTCTTCGACCCAACCGGCGG
ACCGCCGCGGGCGCCGCACGGGGGGACGTTCAATGCCAACCCTGTGACGATGGTCGCCGGGTTGAC
GGCGATGCGCAAGCTGACACCTGCCGAGTTCGACCGGCTCGCTACCCTGGGGCAACAGTTACGGGC
GGGCGTCGAGGAGGTGCTGCGCGAGGCTGGCGTGCCGGGACAGGTGACGGGATACGGCTCGCLTCT
TCCACATCCACCTGCACCAGCGACCGCTCGCGGATTACCGCAACAGCGTCCTCTCGGCACAGGAGCG
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CGCTTTCGTCGGGCGCGTCCACGAGGCGCTGATGGGACGCGGCATCTTCATCACCCCGGCGCTGTTC
GGTTGCCTCTCGACGCCGATGGGCGTGCCGGAGGTGGAGGCGTTCGTGGACGCCTTCGCCGCCGCA
CTCCAGGACGCGCGGGGG

Gensequenz von LsoTA

CATATGGAGAAACGCTACGAAAACAGCAAACTGGCCTTCGAGAAAGCAGTAGATCTGATGCCCGGT
GGGGTAAATAGCCCAGTGCGTGCGTTTAAAAGCGTCAACATGGATCCGATCTTCATGGAATCCGGTA
AAGGTGCGATGATCAAAGACATCGATGGCAACGAATACATTGACTACGTGCTTTCATGGGGCCCGCT
CATCTTGGGCCATGCAGATGAGGATGTAGTTGAGGGTATCCAGCGTGTTGCCGCCACCGGTAGTTCG
TTTGGCGCGCCTACCTTAGCCGAGAACGAATTGGCAGAGCTGGTCATCGATCGCGTACCCTCGATCG
AGATGATTCGCATGGTTTCCTCAGGGACCGAAGCGACTATGTCTGCCCTGCGTCTTGCTCGTGGCTAT
ACAGGCCGCAACATTATTATGAAATTTGAAGGCTGCTATCACGGTCATGGCGATTCCCTCCTGATCAA
AGCTGGCAGTGGCGTGGCCACCTTAGGGTTGCCCGATTCTCCGGGTGTTCCGGAAAGCATTGCGCGC
AATACCATTACTGTGCCGTATAACGACCTGGAATCGGTCAAGCTGGCCATGAACGAATACGGCGATG
ATATTGCGGCACTGATCGTAGAACCGGTTGCCGGCAATATGGGTGTGGTTCCGCCGGAACCGGGTTT
CCTGGAAGGACTGCGGGAACTGACGACCGAAAATGGCTCATTACTGATCTTTGACGAAGTTATGACC
GGGTTTCGCGTGGGGTATGAATGCGCACAAGGCTATTATGACGTGACTCCGGACATTACGTGTCTGG
GAAAAGTGATTGGTGGAGGGCTGCCAGTCGGAGCTTATGGCGGTAGCAAGGAAATCATGAGCCAG
ATTGCGCCTAGTGGCACGGTCTATCAAGCGGGTACTTTATCGGGTAATCCGCTGGCCATGACCGCCG
GAATTGAAACGCTCAAGAAACTTACACCGGCAAGTTACGAATACTTTAACAAACTCGGTGACCAGTT
GGAAGCAGGCTTTCGTGAGGCAGCTGAAAAGTACAATATTCCTCATACCGTCAATCGCGCTGGTTCT
ATGATTGGCTTCTTCTTCACGAATGAGAAAGTGGTGAACTATGATAAGGCTAAAACCTCCGATCTGG
AACTGTTTGCGGAGTACTATCGCCTGATGGCGGAAGAGGGCATTTTCCTGCCACCAAGCCAGTTTGA
AGGGATGTTTCTTTCTGCAGCGCATACGGAAGAGCACATTGCCAAAACAGTTGAAGCGTTTCACAAA
GTGTTCGCGAAATTAGCGCGGCTCGAG

Gensequenz von PmoTA

CATATGAAAATGCAGGAGGAAATCCTGTTGAGCGAGAAAACCAAGAAATCTGCGTCGCTCTTCAACA
AAGCCTGTGAAGTTATTCCTGGCGGTGTTACCGCCAATATCAAATACTTTGATCCGCACCCATTGATG
ATGGAAAAGGGCAAAGGATCCAAACTGTTTGATGTAGATGGCAATGAGTACATTGACTATCTGCTGT
GCTACGGCGCACTGATACTGGGTCATGGCCATCCACAGGTCTTTGAGGCAGTGACGAAACAGATGA
TGGAGTCAGGGACCACGATTTTCGGTACACCTCACAAAATGGAAACGACCATGGCGGAGAAACTGG
TCGAACTGTATCCCGGCATTGAAATGGTGCGCTATACCAATAGTGGACTGGAAGCGACCTTATTGGC
GATTCGTACAGCCGTGGCATACACGGGCAAGGAGAAAATCGCGAAATTTGAAGGCCACTATCATGG
CGGGTATGACCAGGTGCTGGTAAGCGTGAACCCTGACATTGATAAAGCGGGTGAAGCCACTATTCC
GAAAGCAGTTGGTGAAAGCCGTGGCTTACCGAACTACTATCTCGACAATACCGTCATTCTCCCGTTTA
ACGACTTAGAAGCGACGGAGAAAATACTGAAAGCCCATGCCCACGAACTGGCAGGTGTCATTCTGG
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AACCGATCCAAGGCGGGTTTATTCCGGCGGATCAAGATTTCATGACAGGTCTACGCAAAATTACTGA
AGAGCTGGACATTGTATTAATCTTCGACGAAGTGAAAACCGGCTTTCGTATCAGTTTGGGAGGGGCT
CAGAAAACGTATGGGATTAAACCGGATATCACCGCCCTTGGTAAAGTCCTGGGCGGTGGTTTCCCAG
TAGGCGCGATTGGCGGCAAGAAGGACATTATGATGATTTCAAGCGCTAGAGGAGGCCGCGATATCC
TCACAGCTGGTGCTGAAAACAAGAACAAACAGGATCCCCTGTATCACTCGGGCACTTACAATGGGCA
TCCGACCATTCTTGCCGCGGGGCTTGCTACCATCAATGTTTTGGAACAGAAAGGAACGATGGATCAG
CTGTTTGCGAATACCCAACTGTTACGTGATCAACTTGAAGAAGTGTATAAAAGCCACGGTCTGACTAT
GCAGACGGTTGGTATGGGTAGTATCTTCAACATTATCCTAGGTGAAGGTAACATCAAGAACTATCGC
GATATGTCGAAAGCGGATACTAAACTGCGCGAAAAGATCGATTACGAACTGCTGAAATTAGGCGTG
TACACCAAACCGTTGAATCGCTATTCCATGTCTGTGGTGCATACCAAAGAGGACATACGACGTACGG
TTGCAGCACATGATGAAGCCATCCAACGGGTTATCAACAAGCTCGAG

Gensequenz von BroTAl

ATGGCAGGTGCAGCTTTATGGAGACAGTTGAAAGCCTATCAAGTGTTTGGAGCCAACACAGATGTTG
GAAAAACGATCATTTCATCAGCGCTTTGCAAGTACCTTGCCGAGCACCAGTCTGACCCTGTTTGGTAT
TTGAAGCCAATTCAAACGGGAGATATTTATGATACCAGTCACGTAAAAAATTTCACGTCTTCTGGTAC
CCTTTCGACGCAGCACCTAGTTCATTACCCTCGCCCTGCTTCTCCTCATGTCTCTGCACGAATGCCGGG
CTGTAAGCCAGTTTCAGACGAAAAAGTTGCTAGCTTGACCTTTGAAGCTCTACAATCCTACGCCGACC
ACGGCCCAGGCTGGGCAATTGTAGAAACTGCTGGTGGAGTGTTGTCACCAGGCCCTTCAAAATCTCT
TCAAGCGGACATCTATCGACCGCTTCGGCTCCCCAGTCTACTCATTGCAGATCCCAAGTTAGGAGGTA
TTTCTTCCACAATCTCTGCGTTCGAGTCTCTTAAGTTGAGAGGCTATGATGTTGCATCGATTATTACCT
TTCTCAACAGTGACACTGAGAATCATTCCTACTTCAAGGAGTACTTTGATAATGCGGTAGTTTTACCTC
CTCCCCCGCCTTTTTCTAACAATGACACTGCCTCTATGCAGGCTTATTATAGCGATCTAGTCAAAATGC
CGGAATTCTCATCATTGGTGCGCCTACTGGATCAAATTCACAAAGATAGGCTCTCCGAACTCGATAAC
ATGAGCACTGACGCAGAAAAAACAATTTGGTACCCATTTTCACAGCACAAAGAGATAAATAGGGACA
CAATTGTAACGGTTGATTCTGCATATAAAGACTCCTTTCAAACGTTGAGAAAGGGCTCTACTGAACCT
AGCGAGAATGCGCTGGCCTCTTCTTTCGATGGATCAGCAAGCTGGTGGACACAAGGCTTGGGACAT
GGGAATCCTAAGCTTGCCTTAACTGCTGCACATGCCGCTGGAAGATACGGACACATGATTTTGGCAA
ACACAATTCATGAGCCGGCTCTGAAACTAGCTAAGAAAATACTCGAAGTTGTCAATAATGAAAAGTT
ACGAAGAGTTTTCTACTCTGACAATGGCAGCACTGGTATTGAGGTTGCGGTTAAAATGGCTATGAAA
GCAACTTGCGAAAAATATGGCTGGGACGTATCTGATGGATCAATTGGTATTCTTGGGCTCAAAAGAA
GTTACCATGGGGATACCATCGGATCGATGGATTGCTCTGAACCATCTGTTTACAGTAAAAAGGTCAC
CTGGTATTCTGGGAGGGGTGCTTGGCTTGAGTATCCCACAGTGTTGCTAAAAAACGGAAAGTGGGT
CGTCGAATCTCCTGAGCCACTGAACGAAGAGCTTGACTCCAAGGTATTCTCGACGATTGATGAAGTC
TATGACCTTTCAAACCGAGATCCTGGTCCCTATAAGGAATATATCAGGAAAGAACTGCAAAAACTATT
GGATAAAGGGTTGAAATTTGGTGCTCTTCTGCTTGAGCCAGCATTGCTAGGGGCAGGAGGTATGGT
AGCGGTAGATCCGCTGTTCCAGAAAGCACTAGTTGACGTTGTACGGGAAACAGAGTTTGGCAAAAG
CATCTCCGATGGGTCTTCATGGTCAGGATTGCCTGTGATCTGTGACGAGGTTTTTAGTGGCCTTTATC
GCTTAGGTAGGGCAAGCGCTTCCTCCCTTGTTGGAATTGATCCTGAAATTTCCGTTCATGCTAAGCTT
CTCACTGGAGGTCTTCTTCCCTTGAGTGTCACATTAGCGTCCGAGGACATTTTTCAGACCTTCATCAGT
TCGGACAAAGCCGATGCTTTACTTCATGGACACTCATACACTGCACACCCAGTAGGATGCTCAGTTGC
ACTTGAATCACTAGAGCAGTTACAGTCATTAGCCAGTTCGTGGGGTCCAGAAAACTCTATCGTGTCTT
TTTGGTCTGAGGAGTTCTTGACTAGGGTGTCCAATTATTCAAATGTAGAGGGCGCTTTTGCAATGGG

~ 137~



Anhang

ATCTGTTCTAGCCATACACATGAAGGATACTTCTCCTGGATATACTTCGACAGTGGCTTCAAGAATTC

ACAATCACTTGCGCACAATTCAGGACGGGGAAAATATTCATACGAGACCTCTAGGAAGCGTACTCTA
TCTCATGTGTGGTCAAACGACGATCCCAGGAGAAGTACGTAAATTAGAGAAGAAGATAGAAGAGGC
ATTCTCT

Gensequenz von BroTA2

ATGAGCACAATCACATCTGCACAGGCTATTGAGTTGGAGGAGAAGCACTCTGCTCACAACTACCACC
CCATTCCAGTGGTGTTCGCCAAGGGAAAGGGTGCTCACGTTTGGGATCCTGAGGGAAAGCAGTATC
TGGACTTTCTGTCTGCTTACTCTGCCGTCAACCAGGGACACTGCCACCCCAAGATCATCCAGGCCCTC
ACTGAGCAGGCCCAGAAGCTCACTCTGAGCTCGCGAGCATTCCACAACGATGTTTTTGGCCAGTTTG
CCAAGTACGTGACCGAGTACTTTGGTTACGACATGGTGCTGCCCATGAACACTGGAGCTGAGGCCGT
CGAGACTGCCATCAAGCTTGCCCGAAAGTGGGGATACATGAAGAAGGGCATTCCCGTTGACCAGGC
CCTTGTTCTGAGCGCAACTGAGAACTTCCACGGACGAACTCTGGCCGTGGTTTCCATGTCCACCGATC
CTGAGGCCAAGGAGTACTATGGACCCTACCTGCAGAATGTAGGACCTACTATCCCTGGAAGCAACAA
GCCCCTTCGATACAACAACATTGGTGATTTGGAGGAGGCCTTTGCCGCTGCCGGAGACAAGATTGCC
GCCTTTTTGGTCGAGCCCATCCAGGGAGAGGCCGGAATTGTGGTGCCCGACGATGCCTACCTGCAAA
AGGTTGCTGAGCTGTGCAAGAAGCACAATGTGCTGTTCATTGCTGACGAGATTCAGACTGGAATTGC
CCGAACTGGAAAGATGCTCGCAGTAGACCACGTCGGAGTGCGTCCTGATGCTGTTCTGCTCGGAAA
GGCCATCTCTGGAGGAGTGACCCCAGTATCTGCCGTACTTGCAGACCGTGATGTGATGCTGTGCATC
CAGCCAGGAACGCACGGATCTACATACGGAGGAAACCCTCTTTCGTGCGCCGTGGCCATTGCTGCCT
TGGAGGTTGTTAAGGAGGAGAAGTTGGCCGACCGTGCTGCTAAGCTCGGAGAGCGAATGCGCGAG
GGACTCAAGCCTCTGTTGGAGACTGGAATTGTCACTGAGGTCCGAGGCCGAGGTCTGCTTAATGCCA
TTGTCATTGACTCTTCCAAGGCCAATGGACGCTCTGCTTGGGACCTGTGCATGCTCATGAAGGACCA
GGGAGTGTTGGCCAAGCCCACTCACGAGAACATTATTCGATTGGCTCCTCCTTTGGTCATTTCTGAGG
AGGACGTTGACAAGGGACTTGAGGTCATCAAGGACTGTGTTAGCAAGCTTCCCAATGCCCCTCACGC
CCAGCAC

Gensequenz von BroTA3

ATGCAGTCATTTACTCGAACTGTTGCTCGCTCAGCGAAGCGAGGGTACTCGACCAAATCATTTTTGGA
AACTCACAACCCATTCTCGGTCACTACTTACGCCCGACCTGACATTGTGATTCGACAGGGTCGAGGAT
CTCACTTGTGGGATACTGATGGAAAGAAGTACATTGACTTTACTGCAGGAATTGCTGTTACTGGACT
GGGCCACTGTGATGACGAGGTGGCCGACATCATCACCGACCAGTCAAAGACTTTGATCCATGCATCA
AACTTGTATTATAACGAATGGACTCCGCGACTACAAAAGGCAATTGTGGAAACTACTTTAAATGCTG
GTGGAATGCATAATGCCTCCCGAGTGTTTTTGGCAAACTCGGGTAGTGAAGCTAATGAGGCGGCTCT
GAAGTTTGCTCGTAAACACGGGAACAATATCAGTGGTGAAAAGACCGAAATCGTATCCTTCAATCGC
TCTTTCCATGGACGAACTATGGGCGCCCTGACCGTGACCGCCAATCCAAAGTACACTGACCCCTTCCG
ACCTTTGATTCCAGGCGTCAAGCACGGTAACGTTAACGATATTGAGGCAATTGACTCGCTGGTCACT
GACAAGACTTGCGCCGTTATTGTGGAGCCTATTCAAGCCGAAGGAGGTATTTACGTGTGTGACGCCG
ACTTTTTGGTAGCATTGAAGAAGCGATGTTCTCAAGTGGGAGCTCTGCTTATTTACGATGAAATCCAG
TGTGGTCTGGGACGAACTGGAAAGCTGTGGGCTCATCAATGGCTGCCAAAGGAGGCACACCCTGAT
ATCCTTACCATGGCCAAGGCCCTTGGTAACGGGTACCCCATTGGAGCCACTCTGGTTACTGAAGAAG
TCGAAAAGGCACTAAATGTCGGAGATCATGGTACAACTTATGGAGGAAACCCTCTCGGATGCCGGG
TAGCCCACCATGTGCTGTCCCGATTGGCATCTCCTGAGATCCAGCAAAATGTCAATACCGTATCACAG
TTGTTCCAAGAACGCCTTGAAAAGCTACAGCAAAAGTTCCCTGATACTATTACTGAAATTCGTGGAAA
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GGGTCTGCTGTTGGGCTTGCAACTCAGCAAGGACCCCGCTCCAATTCTTGCCAAAGCCCGAGAGGCT
GGCCTGCTTGCCATCACCTGTGGTGTAAACACCATTCGTTTTGTGCCAGCCCTGAATATCCCTACTGA
AGTTGCCAAGGAGGGATTGGACATTCTTGAGTCAGTATTTGAG
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