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Zusammenfassung 
 

In den letzten Jahren gewannen ω-Transaminasen zunehmend an Bedeutung. Ihr breites 

Substratspektrum, das sowohl Aminosäuren als auch Amine umfasst, macht sie interessant 

für biotechnologische Anwendungen. Im Gegensatz zu α-Aminotransferasen sind ω-

Aminotransferasen nicht auf α-Aminosäuren als Aminodonor bzw. α-Ketosäuren als 

Aminoakzeptoren beschränkt. Auch sind einige ω-Transaminasen in der Lage, Aldehyde oder 

Ketone zu aminieren. Dadurch sind sie vielseitig einsetzbar. Seit ihrer Entdeckung wurden ω-

Transaminasen in einer Vielzahl von Organismen nachgewiesen. Viele dieser Enzyme 

stammen aus Pilzen und Bakterien. Da es ständig Bedarf an neuen Transaminasen gibt, 

wurden verschiedene Organismen auf das Vorhandensein solcher Enzyme untersucht. Die 

Hefe Blastobotrys raffinosifermentans LS3 ist einer dieser Organismen. Für diese Hefe 

existiert bereits eine Vielzahl biotechnologischer Anwendungen, was unter anderem an 

ihren vielseitigen physiologischen Möglichkeiten 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 Einträge dieser Datenbank wurden einem „hmmerscan“ (hmm ist kurz für 

„hidden Markov model“) unterzogen. Dabei werden die Proteine in sogenannte Pfams, kurz 

für Proteinfamilien, eingeteilt. Drei Proteine wurden der Familie PF00202.21 zugeordnet. 

Das ist die sogenannte Aminotran_3 Familie. In dieser Familie befinden sich eukaryotische ω-

Transaminasen. Die Gene brota1, brota2 und brota3 codieren für diese Enzyme. Jeweils eins 

der Gene wurde in den Vektor XPLOR®3 kloniert, damit die potentiellen ω-Transaminasen in 

B. raffinosifermentans G1212 [aleu2 atrp1:ALEU2] [1] überexprimiert werden können. Eine 

Besonderheit von BroTA1 ist, dass es neben der Aminotran_3 Domäne noch eine AAA 

Domäne aufweist. Deshalb ist es mit etwa 85 kDa auch deutlich größer als die meisten ω-

Transaminasen, die meist zwischen 45 und 50 kDa liegen. BroTA2 und BroTA3 beinhalten nur 

die Aminotran_3 Domäne. Alle drei Enzyme zeigen niedrige Aktivität bei der kinetischen 

Auflösung racemischer β-Aminosäuren. 

Neben den eukaryotischen ω-Transaminasen wurden auch einige bakterielle Enzyme 

untersucht. Literatursuche und das Screenen der Stammsammlung der Arbeitsgruppe 

Hefegenetik des Leibniz-Instituts für Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung führten 

zu mehreren potentiellen bakteriellen ω-Transaminasen. Das zu Beginn dieser Arbeit noch 
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als hypothetisches Protein bezeichnete Enzym von Variovorax boronicumulans hat sich als ω-

Transaminase herausgestellt. Das Enzym wurde detailliert hinsichtlich des 

Substratspektrums und seiner biochemischen Eigenschaften charakterisiert. Es handelt sich 

hierbei um eine ω-Transaminase mit β-Aktivität. Diese Transaminase akzeptiert sowohl 

aromatische als auch aliphatische β-Aminosäuren als Substrat. Sequenzvergleiche dieses 

Enzyms mit anderen ω-Transaminasen, die nur aliphatische Aminosäuren akzeptieren, 

führten zu tieferen Einblicken in konservierte Bereiche dieser beiden Gruppen von ω-

Transaminasen.  

Der dritte Ansatz war das Anpassen einer bekannten ω-Transaminase des thermophilen 

Bakteriums Sphaerobacter thermophilus an ein potentielles Motiv für aromatische ω-

Transaminasen. Dadurch sollte die Aktivität des Enzyms erhöht werden. Dieser Ansatz führte 

zu 7 Varianten des Enzyms mit höherer Aktivität als der Wildtyp. Durch diese Versuche 

wurden einige für die Transferaseaktivität wichtige Aminosäurereste offenbart. So hat sich 

zum Beispiel herausgestellt, dass N70 offenbar wichtig für den Umsatz von γ-Aminosäuren 

ist, da ein Austausch gegen Glutamat zu einer verminderten Aktivität mit γ-

Aminopentansäure führte.  
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Summary 

 

In recent years, ω-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 α-aminotransferases, ω-aminotransferases are 

not limited to α-amino acids as amino donors or α-keto acids as amino acceptors. Some ω-

transaminases are also able to aminate aldehydes or ketones. This makes them versatile. 

Since their discovery ω-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 ω-transaminases. The genes brota1, brota2 and brota3 code for these 

enzymes. One gene each was cloned into the vector XPLOR®3 so that the potential ω-

transaminases in B. raffinosifermentans G1212 [aleu2 atrp1:ALEU2] [1] can be 

overexpressed. A special feature of BroTA1 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 ω-

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 β-amino acids. 

In addition to the eukaryotic ω-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 

ω-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 ω-transaminase. 

The enzyme was characterized in detail with regard to the substrate spectrum and its 

biochemical properties. It is an ω-transaminase with β-activity. This transaminase accepts 
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both aromatic and aliphatic β-amino acids as a substrate. Sequence comparisons of this 

enzyme with other ω-transaminases that only accept aliphatic amino acids led to deeper 

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

The third approach was the adaptation of a known ω-transaminase from the thermophilic 

bacterium Sphaerobacter thermophilus to a potential motif for aromatic ω-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 γ-amino acids, since replacing it with glutamate 

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

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Verfahren zur enantiomerenreinen Produktion von β- 

und γ-Aminosäuren erweitert. Aminosäuren können in der (R) oder der (S) Form 

vorkommen. Da die Formen unterschiedliche physiologische Wirkungen haben können, ist es 

wichtig Aminosäuren enantiomerenrein zu synthetisieren. Das ist vor allem von Bedeutung, 

wenn die Aminosäuren als Bausteine für pharmazeutisch aktive Substanzen verwendet 

werden, da das falsche Enantiomer keine, oder eine unerwünschte Wirkung haben kann. 

Daher ist es notwendig das Spektrum verfügbarer Katalysatoren, in diesem Fall Enzyme, zu 

erweitern. Enzyme haben gegenüber der chemischen Synthese den Vorteil, dass sie 

spezifisch für ein Enantiomer sind, daher sind insbesondere ω-Transaminasen für die 

Produktion von enantiomerenreinen β- und γ-Aminosäuren von Interesse. 

 

1.1. Ungewöhnliche Aminosäuren in der Natur 

 

Neben den proteinogenen α-Aminosäuren kommen in der Natur weitere, nicht 

proteinogene Aminosäuren vor. Darunter finden sich viele β- und γ-Aminosäuren. Die in der 

Natur am häufigsten vorkommende β-Aminosäure ist β-Alanin, das in allen Lebewesen, zum 

Beispiel als Teil von Coenzym A, vorkommt [2]. Außerdem dient es in Form von Carnosin (ein 

Dipeptid aus β-Alanin und L-Histidin) und Anserin (ein β-Alanyl-3-methyl-L-histidin Dipeptid) 

als Fänger von freien Sauerstoffradikalen in Säugerzellen [3]. Eines der Produkte beim Abbau 

von Uracil ist β-Alanin. Der Abbau von Thymin führt zu einer dem β-Alanin strukturell 

ähnlichen Aminosäure, der (R)-β-Aminoisobuttersäure. Das (S) Enantiomer von 

Aminoisobuttersäure entsteht beim Abbau von L-Valin [4,5]. Beide Aminosäuren 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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Abbildung 1: Strukturformeln einiger Cryptophycine. β-Aib: β-Aminoisobutyrat, β-Ala: β-Alanin. Oben: wenn R1 = H dann ist 
β-Alanin Bestandteil des Moleküls, ist R1 eine Methylgruppe ist β-Aminoisobutyrat ein Baustein. Das gleiche gilt für R3 in dem 
unteren Teil der Abbildung [9]. 

 

Eine weitere Klasse komplexer Moleküle, die β-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 aufgeklärt [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 für 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.  
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Abbildung 2: Strukturen verschiedener Destruxine, zyklischer Peptide, die β-Alanin enthalten [9]. 

 

Auch Pflanzen produzieren β-Aminosäuren. So wird zum Beispiel β-Aminobuttersäure, eine 

andere Bezeichnung für β-Homoalanin, zur Abwehr gegen Fressfeinde produziert [17]. Eine 

weitere Rolle spielt β-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 Aminosäuren dienen der Abwehr von Fressfeinden. In 

einigen Fabaceaen wurden zum Beispiel Analoga der Aminosäure Prolin, nämlich 

Homoprolin und Homopipecolinsäure (Abb. 3), nachgewiesen [19]. Es wird angenommen, 

dass sie toxisch auf Bakterien und Tiere wirken, indem sie als Konkurrenten für α-Prolin 

dienen. Aufgrund ihrer strukturellen Ähnlichkeit zum Prolin können sie durch die gleichen 

Transporter aufgenommen werden und so die Transportkapazität für α-Prolin herabsenken. 

Außerdem ist es möglich, dass sie fälschlicherweise von tRNA-Synthetasen erkannt und auf 

die Prolin-tRNA übertragen werden. Das führt dazu, dass diese Aminosäureanaloga in 

Proteine eingebaut werden, wodurch diese eine verminderte Funktion aufweisen können 

[20]. In Reis (Oryza sativa) wurden β-Tyrosin [21] und β-Phenylalanin [22] nachgewiesen. 

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

Wachstum von Dicotyledonen hemmt [23]. 

 

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

 

Ein weiteres Beispiel für das Vorkommen von β-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]. Später wurde es in weiteren Arten der 

Gattung Taxus, T. baccata, T. cuspidata und T. media, nachgewiesen [25]. Nachdem 

Paclitaxel und verwandte Moleküle in mehreren Eibenspezies nachgewiesen werden 

konnten, wurden diese Stoffe auch in Pilzen nachgewiesen, die in Symbiose mit den Bäumen 

leben [26–28]. Angespornt durch die Nachweise von Paclitaxel in Pilzen wurden auch 

Bakterien gesucht, die diese Art von Wirkstoff produzieren. Dabei stießen Caruso et al. auf 

das endophytisch lebende Bakterium Kitasatospora sp. [29]. Da es unwahrscheinlich ist, dass 

so ein komplexes Molekül wie Paclitaxel (Abb. 4) mehrfach in der Evolution entstanden ist, 

wird davon ausgegangen, dass die Gene, die für die nötigen Proteine kodieren, über 

horizontalen Gentransfer auf die verschiedenen Organismen gelangt sind [30]. Es ist 

ungeklärt, welcher Organismus der ursprüngliche Entwickler dieses Genclusters ist, da einige 

Eigenschaften der Proteine wie z. B. eine Lokalisierungssequenz für Chloroplasten für 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 wäre bei einem bakteriellen Ursprung nur ein Transfer des gesamten Clusters nötig, 

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

 

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

Moiramiden vor. Das sind von Mikroorganismen produzierte Sekundärmetaboliten. 

 

 

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

 

Andrimid (Abb. 5) wurde aus einem intrazellulären Symbionten der braunrückigen 

Reiszikade (Nilaparvata lugens) isoliert. Es zeigt eine starke antimikrobielle Wirkung gegen 

den Erreger der Bakterienfäule 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 Methicillin resistente Stämme [34].  
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Die Gruppe der Edeine ist eine weitere Klasse der antibiotisch wirksamen Peptide, die β-

Phenylalanin oder β-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 für nicht proteinogene Aminosäuren 

 

Nicht proteinogene, ungewöhnliche Aminosäuren wie β- und γ-Aminosäuren gewinnen 

immer mehr Bedeutung für die pharmazeutische Industrie [38,39]. Sie sind wie andere 

primäre Amine wichtige Bausteine für pharmazeutisch wirksame Moleküle [40–42]. So 

werden sie für die Synthese von Peptidomimetika verwendet. Das sind Peptide, die aus β-

Aminosäuren bestehen. Sie falten sich in ähnliche Sekundärstrukturen wie ihre α-

Aminosäureanaloga [43–47]. Diese Peptide werden als Therapeutika in der Krebstherapie 

verwendet [48]. Der Vorteil der Peptidomimetika gegenüber klassischen, aus α-Aminosäuren 

hergestellten Peptiden ist die höhere Resistenz gegenüber dem Abbau durch Peptidasen 

[49–52], wodurch ihre Halbwertszeit verlängert wird. Dadurch verbleiben sie länger im 

Organismus und können länger wirken um bessere Therapieerfolge zu erzielen. Es wurde 

eine Methode entwickelt, mit der β-Aminosäuren haltige Peptide in vitro hergestellt werden 

können. Dazu werden zunächst tRNAs in vitro mit den gewünschten Aminosäuren, das 

können β- oder γ-Aminosäuren oder auch D-Aminosäuren sein, beladen. Für die Synthese 

sind modifizierte Ribosomen nötig, die eine veränderte 23S-rRNA beinhalten. Diese 

Ribosomen können mit E. coli produziert und aus den Zellen isoliert werden. Zusammen mit 

den tRNAs und einer mRNA werden die modifizierten Ribosomen für eine zellfreie 

Proteinsynthese verwendet [53].  

Kurze Peptide werden nicht nur für die Krebstherapie verwendet. Es gibt auch Anwendungen 

als Antagonist für Neurorezeptoren. Ein Beispiel hierfür 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 könnte es an der Entwicklung von Adipositas beteiligt sein. Diese Krankheit ist vor 

allem in den westlichen Industrieländern eine der größten Gesundheitsgefahren, die sich 
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zunehmend ausbreitet [55–57]. Ein künstliches Peptid, das β-Leucin (in der Quelle β-

Homovalin genannt) enthält, fungiert hier als Antagonist für MCH. Adipöse Mäuse, die eine 

hochkalorische Diät bekamen und nach einigen Wochen mit diesem Peptid behandelt 

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

Die zuvor bereits erwähnten Cryptophycine (Abb. 1) wurden ursprünglich 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 für 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 stärksten bekannten Hemmungen des mitotischen Spindelapparats durch Binden 

an Tubulin. Diese Wirkung tritt bereits bei pikomolaren Konzentrationen auf, was 

Cryptophycine zu den stärksten 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 erhöhen 

dürfte [63]. Aufgrund der komplizierten Synthese und der starken Nebenwirkungen sind 

trotz fortgehender Untersuchungen noch keine kommerziellen Wirkstoffe erhältlich (Stand 

2014) [64,65]. Bei den Cryptophycinen (Abb. 1) 97, 98 und 103 ist β-Alanin ein Baustein. 

Deswegen fällt an dieser Stelle ein Chiralitätszentrum weg. 

Paclitaxel (Abb. 4) ist ebenfalls ein natürlich vorkommendes Molekül, das Potential in der 

Krebstherapie aufweist. Im Gegensatz zu den Cryptophycinen gibt es bereits kommerzielle 

Paclitaxel-Präparate. Ein Beispiel hierfür ist der Wirkstoff im Arzneimittel Abraxane®, ein 

Präprarat zur Herstellung einer Infusionslösung. Das Arzneimittel wird zur Bekämpfung von 

metastasierten Mammakarzinomen eingesetzt [66]. Paclitaxel kommt in der Natur in sehr 

geringen Mengen vor. So wird die Rinde von 12 Bäumen benötigt um 1 g des Wirkstoffs zu 

isolieren [67]. Deshalb und wegen des hohen Zeitaufwands, der für die Isolation nötig ist, 

wird Paclitaxel mittlerweile teilsynthetisch aus dem wesentlich häufiger vorkommenden 

Baccatin III synthetisiert. Seit einigen Jahren ist eine biotechnologische Synthese von 

Baccatin III verfügbar, so dass eine Extraktion aus den Bäumen nicht mehr notwendig ist. 

Zuerst wurde ein Verfahren in dem Pilz Flammulina velutipes entwickelt [68], später folgte 

eine Möglichkeit zur Synthese in E. coli [69]. Auch die Extraktion von Paclitaxel aus 

Zellkulturen von Taxus brevifolia ist eine gängige Methode [70].  



Einleitung 

~ 8 ~ 
 

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 

Fettsäuresynthese von Bakterien hemmt, indem es die bakterielle Acetyl-CoA Carboxylase 

blockiert [71]. Dadurch wird das Wachstum der Bakterien gehemmt. Für Moiramid B wurde 

eine ähnliche Wirkung nachgewiesen, d.h. es hemmt ebenfalls die Acetyl-CoA Carboxylase. 

Dabei scheint der Schwanz, der einer ungesättigten Fettsäure ähnelt, für den Eintritt in das 

aktive Zentrum vonnöten zu sein [72]. 

 

1.3. Synthesewege für β- und γ-Aminosäuren 

 

Die Synthese von Aminosäuren kann chemisch durch reduktive Aminierung von Ketosäuren 

durchgeführt werden. Die Doppelbindung zum Sauerstoff der Carbonylgruppe bedeutet, 

dass sie ein sp2 hybridisiertes Kohlenstoffatom beinhaltet, weswegen hier noch keine 

Chiralität vorliegt. Das Molekül wird prochiral genannt, da es nach der Reaktion ein 

Chiralitätszentrum aufweist. Aufgrund der Gruppe ist das Molekül an dieser Stelle planar. 

Das hat zur Folge, dass bei der Aminierung ein nucleophiler Angriff von oben oder von unten 

möglich ist. Nach Ablauf der Reaktion ist das vormals sp2 hybridisierte Kohlenstoffatom in 

einen sp3 Hybridzustand übergegangen. Das Kohlenstoffatom trägt nun vier unterschiedliche 

Substituenten, wodurch es asymmetrisch, also chiral wird.  

 

Abbildung 6: Aminierung durch nucleophile Substitution am Beispiel einer β-Ketosäure. δ+ und δ- zeigen die relevanten 
Partialladungen, oben bzw. unten markieren die Richtungen, aus der ein Nucleophil (z.B. Ammoniak oder ein Amin) die 
planare Ketosäure angreifen kann. Bei dem Angriff wird eine Aminogruppe auf die Ketosäure übertragen und Wasser 



Einleitung 

~ 9 ~ 
 

abgespalten. An der Stelle, an der vorher die Ketogruppe war ist das Molekül 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 Verhältnis von 1:1 vor. Diese 

Gemische werden Racemate genannt. Meist ist allerdings ein reines Produkt einer Form 

gewünscht. Beide Enantiomere sehen zwar ähnlich aus. Sie sind jedoch Spiegelbilder. 

Dadurch können sie deutliche Unterschiede in der Wirkung haben. Im günstigsten Fall hat 

eines der Enantiomere einfach nur eine geringere oder keine Wirkung. Es kann aber auch 

vorkommen, dass ein Enantiomer die gewünschte Wirkung erzielt, während das andere 

schwere Schäden im Patienten verursacht. Ein bekannter Fall, in dem ein Medikament, das 

als Racemat vorlag, schwere Schäden verursacht hat, ist Thalidomid. Es wurde 1954 

entwickelt und als Schlaf- und Beruhigungsmittel unter dem Markennamen Contergan 

vermarktet. Im Tierversuch wurden nur nicht trächtige Tiere verwendet, bei denen es keine 

Schäden verursachte. Daher nahm man an, dass es harmlos sei. Ursprünglich sollte es als 

Therapie für Epilepsie verwendet werden, zeigte da aber keine Wirkung. Die Testpersonen 

berichteten aber von einer schlafanstoßenden Wirkung, daher wurde es als Schlafmittel 

vermarktet. Eine weitere Wirkung von Thalidomid war das Lindern der 

Schwangerschaftsübelkeit, weswegen es gerade für Schwangere empfohlen wurde [73,74]. 

Erst später stellte sich die stark teratogene Wirkung des (S)-Enantiomers heraus, die auf eine 

Interaktion mit Cereblon zurückgeführt wird [75]. Diese Interaktion wird als Hauptursache 

für die Missbildungen angesehen, da das Zielprotein, ein Teil der Ubiquitin Ligase E3, an der 

Gliedmaßenentwicklung in der Embryonalphase beteiligt ist [76–79]. Das (R)-Enantiomer 

dagegen hat die gewünschte Wirkung [80]. Das zeigt, wie bedeutsam die 

Enantiomerenreinheit von medizinisch verwendeten Substanzen ist, damit sich ein solcher 

Fall nicht wiederholt.  

Die Produktion enantiomerenreiner Aminosäuren ist chemisch sehr aufwendig und erfordert 

kostenintensive stereoselektive Katalysatoren [81–83]. Stehen solche Katalysatoren nicht zur 

Verfügung, müssen die Racemate aufwändig getrennt werden. Dazu müssen die beiden 

Isomere zunächst stereoselektiv derivatisiert werden, damit sie unterschiedliche 

Retentionszeiten bekommen. Dann kann eine chromatografische Auftrennung erfolgen. Im 
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Anschluss daran müssen 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 ω-Transaminasen rückte dabei in den Fokus des Interesses [84]. 

Eine Möglichkeit enantiomerenreine β- oder γ-Aminosäuren zu produzieren, ist die 

kinetische Auflösung eines zuvor chemisch produzierten racemischen Gemisches einer 

Aminosäure. Dafür werden ω-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 übertragen. Dadurch wird die Trennung mittels stereoselektiver 

Derivatisierung unnötig. Auch das Entfernen des chiralen Derivatisierungsreagenz entfällt. 

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 für β-Aminosäuren in Abb. 7 dargestellt, die Reaktion läuft mit γ-Aminosäuren 

gleich ab. 

 

 

Abbildung 7: Reaktion der kinetischen Auflösung von β-Aminosäuren mit Hilfe von ω-Transaminasen. 

 

Eine weitere Methode der enantiomerenreinen Produktion ist den letzten Schritt der 

Synthese nicht chemisch, sondern enzymatisch durchzuführen. Dieser Vorgang wird 

asymmetrische Synthese genannt. Auch hier können ω-Transaminasen verwendet werden. 

Im Falle der Aminosäureproduktion wird dabei von einer prochiralen Ketosäure 

ausgegangen. Prochiral bedeutet, dass das Vorläufermolekül eine funktionelle Gruppe an der 

Stelle trägt, an der sich später ein Chiralitätszentrum befindet. In diesem Fall handelt es sich 

um eine Ketogruppe, die durch reduktive Aminierung zu einer Aminogruppe wird. Auf die 

Ketogruppe dieser Säure wird die Aminogruppe eines Aminodonors übertragen. Aufgrund 
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der Stereoselektivität der Enzyme wird nur ein Enantiomer gebildet. Auch diese Methode 

hat gewisse Nachteile, es sind zwar theoretisch Ausbeuten von 100 % möglich, praktisch liegt 

das Gleichgewicht aber auf der Seite der Edukte, selbst bei einem zehnfachen Überschuss an 

Aminodonor [91].  

Es gibt verschiedene Ansätze das Gleichgewicht zu verschieben, ein Beispiel hierfür ist die 

Verwendung von 2-Aminopropan als Aminodonor. Durch das Entfernen der Aminogruppe 

wird daraus Dimethylketon, welches leicht in die Gasphase übergeht, wenn die Reaktion im 

Unterdruck durchgeführt wird [92]. Eine weitere Methode ist der Mehrphasenansatz, dabei 

wird dem Reaktionsgemisch eine hydrophobe Phase zugegeben, darüber befindet sich eine 

weitere Phase mit anderem pH-Wert. Das produzierte Amin, welches auch als Inhibitor für 

die Reaktion fungiert, wandert in die obere Phase, da es bei dem pH-Wert besser löslich ist. 

So ist es für eine Rückreaktion nicht mehr verfügbar und kann auch nicht mehr als Inhibitor 

wirken [93].  

Eine dritte Methode ist die Verwendung eines Aminodonors, der nach der Desaminierung 

polymerisiert und ausfällt [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 möglichen Rückreaktion nicht mehr 

zur Verfügung steht. Ein weiteres Problem der asymmetrischen Synthese betrifft die 

Produktion von β-Aminosäuren. Der prochirale Ausgangsstoff ist in diesem Fall eine β-

Ketosäure, diese sind in wässriger Lösung allerdings instabil und tendieren dazu die 

Carboxylgruppe abzuspalten. Daher muss in diesem Fall ein entsprechender Ester eingesetzt 

werden. Zusätzlich wird eine Lipase benötigt, die den Ester spaltet und so kurzfristig für die 

Synthese verfügbar macht. Es wurde auch von einer ω-Transaminase berichtet, die in der 

Lage ist, den Ester einer β-Ketosäure zu aminieren, so dass der Ester nach der Reaktion 

hydrolysiert werden kann [95]. Das Reaktionsschema für die asymmetrische Synthese von β-

Aminosäuren nach der Esterhydrolyse ist in Abb. 8 dargestellt. 
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Abbildung 8: Reaktionsschema der asymmetrischen Synthese am Beispiel von β-Aminosäuren. Die β-Ketosäure 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 kürzer als der Pfeil der Rückreaktion dargestellt. 

 

Neben den ω-Transaminasen gibt es noch die Möglichkeit α-Aminosäuren in β-Aminosäuren 

umzuwandeln. Dazu werden Aminomutasen verwendet. Diese Enzyme sind in der Lage die 

Aminogruppe ihrer Substrate reversibel von der α-Position in die β-Position zu verschieben. 

Neben Aminosäuren können auch andere Amine mit ω-Transaminasen hergestellt werden. 

Einer der ersten erfolgreichen Versuche, eine ω-Transaminase für die Synthese eines 

komplexen Amins zu modifizieren, wurde bereits im Jahr 2010 von dem Pharmakonzern 

Merck & Co, Inc. durchgeführt. Dabei wurde ein Enzym von Arthrobacter sp. so modifiziert, 

dass es den letzten Schritt der Synthese von Sitagliptin durchführen kann [96]. Sitagliptin ist 

ein Medikament gegen Diabetis Mellitus Typ 2. 

 

1.4. ω-Transaminasen 

 

Wie andere Transaminasen gehören auch ω-Transaminasen in die Enzymklasse 2.6.1.X. Im 

Gegensatz zu α-Transaminasen sind sie nicht strikt an α-Ketosäuren bzw. α-Aminosäuren als 

Substrat angewiesen. Sie verwenden β- oder γ-Ketosäuren als Aminoakzeptor, aber meist 

auch Pyruvat oder Glutamat. Einige Enzyme akzeptieren sogar β- und γ-Ketosäuren bzw. 

Aminosäuren als Substrate. Ein weiterer Unterschied ist, dass Transaminasen häufig auch 

Amine als Substrat akzeptieren, die von α-Transaminasen nicht verwertet werden können 

[40]. Den α-Transaminasen gemein haben die ω-Transaminasen die Abhängigkeit von 

Pyridoxalphosphat (PLP). Das PLP ist kovalent an einen Lysinrest des Enzyms gebunden. 

Dieses Lysin ist für die Katalyse verantwortlich. Die meisten ω-Transaminasen liegen als 

Homodimer vor. Die Enzyme haben zwei aktive Zentren, die sich an den Kontaktflächen der 
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Monomere befinden. Neben dem einem Lysinrest, der die Katalyse durchführt, gehören 

noch zwei Hohlräume, 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 Salzbrücke zu der Carboxylgruppe einer als 

Substrat gebundenen β- oder γ-Aminosäure 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 Aminosäuren gebunden. Im ruhenden Enzym ist 

das PLP kovalent über eine Schiff´sche Base an den katalytischen Lysinrest gebunden. Dieser 

Zustand wird inneres Aldimin genannt. Während der Katalyse tritt ein Aminodonor ein und 

das innere Aldimin wird zu einem äußeren Aldimin. Die Schiff´sche Base bildet sich nun 

zwischen dem PLP und dem eingetretenen Amin bzw. der Aminosäure. Das katalytische Lysin 

entzieht dem Aldimin ein Wasserstoffatom, wodurch das Aldimin über eine chinoide 

Struktur in ein Ketimin übergeht. Das Proton wird an den Ring des Pyridoxals zurückgegeben 

und die Aminogruppe des Substrates wird hydrolytisch auf das PLP übertragen, so dass sich 

ein Pyridoxamin bildet. Beim Übertragen der Aminogruppe auf den Aminoakzeptor läuft der 

Mechanismus genau anders herum [97]. Die Stereospezifität kommt dadurch zustande, dass 

sowohl das katalytische Lysin, als auch das PLP nicht frei beweglich sind, sondern fest im 

Enzym gebunden sind. Außerdem wird auch das Substrat über verschiedene 

Wechselwirkungen mit anderen Aminosäuren 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 

übertragen werden. 

 

1.5. Die Donororganismen 

 

Es wurden ω-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 ursprünglich aus 

Bodenproben in Tokyo, Japan isoliert wurde. Es ist stäbchenförmig, gramnegativ und bildet 

dementsprechend keine Sporen. Die Zellen sind peritrich begeißelt. V. boronicumulans 

gehört zu den Betaproteobacteria [98]. Es wächst bei Temperaturen von 4 – 37 °C, die 

Optimaltemperatur beträgt 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 höheren oder niedrigeren pH-Werten wächst dieses 

Bakterium nicht mehr. Das Genom ist etwa 6,7 MB groß. Der Typenstamm hat einen GC 

Gehalt von 71,2 % [100]. Da V. boronicumulans H2 nicht als Energiequelle verwerten kann, 

gehört es zum Biotyp II innerhalb der Gattung [101], was bedeutet, dass es rein 

chemoheterotroph ist. Wie für die Gattung Variovorax üblich [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 Caprinsäure (Decansäure) [100]. 

 

1.5.2. Sphaerobacter thermophilus 

 

Sphaerobacter thermophilus ist ein thermophiles Bakterium, das aus Klärschlamm eines 

Münchener Klärwerks isoliert wurde [103]. Die Art wurde ursprünglich 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 Größe 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 wächst aber auch bei höheren 

Temperaturen. Isoliert wurde er bei 60 °C. Der optimale pH-Wert liegt bei 8,5. Die Zellen sind 

stäbchenförmig 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 stäbchenförmig. Sie ist in der Lage Sporen zu bilden. Es ist eine 

terrestrische Art, die natürlicherweise in Böden vorkommt. Besonderheiten dieser Spezies 

sind die hohe Resistenz gegen Schwermetalle und die Pathogenität für viele Insekten 

[109,110]. Letzteres ergab eine kommerzielle Nutzung als Schutz gegen Mücken, da die 

vegetativen Zellen schädlich für die Gelbfiebermücke Aedes aegypti und die Stechmücke 

Culex quinquefasciatus sind. Die Stechmücke wird auch durch die Sporen von L. sphaericus 

gehemmt [111,112]. Die optimale Wachstumstemperatur beträgt 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, stäbchenförmig und bildet Sporen. Im Vergleich zu anderen Bakterien ist es 

sehr groß. Die Zellen werden bis zu 2 µm breit und 5 µm lang [115]. Die optimale 

Wachstumstemperatur beträgt 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 Hühnergeheges isoliert [117] und 

ursprünglich als Isolat TOA-3 bezeichnet. Aufgrund weiterer Untersuchungen zur 

Charakterisierung des Isolates, unter anderem zur Fähigkeit des Isolats Adenin als alleinige C- 

N- und Energiequelle zu verwenden, wurde das Isolat 1984 als Trichosporon adeninovorans 

CBS 8244T klassifiziert [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 Stämme isoliert. Drei aus Maissilage in den 

Niederlanden [119], weitere vier aus humusreichen Böden in Südafrika [120] und der Stamm 
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LS3, welcher physiologische Ähnlichkeiten zu CBS 8244T aufweist, aus Holzhydrolysaten in 

Sibirien. LS3 wurde zunächst 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 schließlich 

Arxula als Gattungsname für xerotolerante, ascomycetale anamorphe Hefen, die ein 

Arthroconidium bilden und zur Nitratassimilation fähig sind, vorgeschlagen [120], so dass aus 

Trichosporon adeninovorans LS3 Arxula adeninivorans LS3 wurde, d.h. der Gattungs- und 

Artname wurden geändert. Im Jahr 2006 führten erneute phylogenetische Analysen der drei 

Kladen Trichomonascus, Wickerhamiella und Zygoascus mit den zugehörigen 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 großen ribosomalen Untereinheit und der Cytochrom Oxidase II. Diese 

Sequenzvergleiche führten dazu, dass die Gattungen Arxula, Blastobotrys und 

Sympodiomyces in die Klade Trichomonascus gestellt wurden. Der Gattung Blastobotrys 

wurde dabei Priorität zugeordnet [122]. Das führte 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 anschließendem AluI 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 gehört [125,126]. Diese Einteilung ist bis zum heutigen Datum gültig.  

Neben anderen Spezies wie Kluyveromyces lactis, Pichia pastoris, Yarrowia lypolytica oder 

Hansenula polymorpha wird auch B. raffinosifermentans LS3 zu sogenannten nicht-

konventionellen Hefen gezählt. Diese Organismen finden vielfältige Anwendungen in der 

Biotechnologie [127–130]. B. raffinosifermentans LS3 weist besonders viele für die 

Biotechnologie interessante Eigenschaften auf. Eine dieser Eigenschaften ist die hohe 

Thermotoleranz und der große Temperaturbereich, in dem der Stamm wachsen kann. Der 

Bereich, in dem Wachstum möglich ist, erstreckt sich von 30-48 °C. Interessanterweise tritt 

bei höheren 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 länger, bis sie bei 42 °C in ein 

Hyphen bildendes Stadium übergehen. Dieser Übergang ist reversibel, d.h. sinkt die 
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Temperatur wieder, kehren die Zellen zurück zum einzelligen Stadium. Bis 48 °C ist es den 

Zellen möglich zu wachsen, Temperaturen bis zu 55 °C überleben sie für einige Stunden 

[131]. Falls nötig kann die Hyphenform auch durch Anwesenheit von Cd2+ Ionen und 

Tocopherol bei niedrigeren Temperaturen induziert werden, das einzellige Stadium wird 

durch NaCl und Tunicamycin stabilisiert. Mit dem Wechsel der Zellmorphologie geht auch 

eine Änderung im Proteinexpressionsmuster einher, wodurch eine temperaturinduzierte 

Expression von Zielproteinen denkbar ist. Außerdem verändern sich zum Teil auch die 

posttranslationalen Modifikationen der Proteine [132,133]. Es ist mittlerweile auch ein B. 

raffinosifermentans Stamm verfügbar, der aufgrund einer natürlichen Mutation auch bei 

niedrigen Temperaturen in der Hyphenform wächst. Dieser Stamm wird als B. 

raffinosifermentans 135 bezeichnet. 

Zusätzlich zu der hohen Thermotoleranz weist B. raffinosifermentans auch eine hohe 

Halotoleranz auf, was für 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, führen aber zu langsamerem Wachstum und einer 

niedrigeren Zellzahl in der stationären Phase. Erreicht wird diese Toleranz durch eine 

Akkumulation von Glycerin in den Zellen während der exponentiellen Phase. Die hohen 

Salzkonzentrationen führen allerdings zu einem verändertem 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 für ascomycetale Hefen üblichen DNA-Gehalt von etwa 25 fg pro 

Zelle aufweist. Das Genom hat eine Größe von etwa 11,8 MB und ist auf 4 Chromosomen 

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

Das Genom codiert für drei potentielle ω-Transaminasen. Eine Charakterisierung dieser 

Enzyme könnte das ohnehin schon große biotechnologische Potential dieser Hefe erweitern. 

Aufgrund ihres breiten physiologischen Spektrums ist sie bereits jetzt sehr interessant für die 

Biotechnologie [136,137]. So wurden zum Beispiel die Purin- und n-Butanol-

Stoffwechselwege aufgeklärt, wodurch sich Möglichkeiten für die Produktion von an Purin 

bzw. Harnsäure armen Nahrungsmitteln ergeben [138–141], was besonders für Personen 

mit Neigung zu Gicht interessant ist. Einige Untersuchungen des n-Butanol Stoffwechsels 
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haben zu Anwendungen von B. raffinosifermentans Stämmen für die Butanol-Produktion 

geführt [142–144]. Neben der n-Butanolsynthese wurden auch Stämme konstruiert, die 3-

Hydroxybutyrat produzieren, was für die Herstellung von biologischen Kunststoffen 

verwendet wird [145,146]. Auch andere, sekundäre Alkohole können 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 

hormonähnliche Substanzen nachweisen [151–157].  

Neben all diesen unterschiedlichen Anwendungen scheint B. raffinosifermentans auch in der 

Lage zu sein ω-Transaminasen zu produzieren, da drei der Proteine von B. 

raffinosifermentans der PF00202.21, also der Familie AMINOTRAN_3 [158], zugeordnet 

werden konnten. Dadurch könnte sie auch in der Produktion enantiomerenreiner β- oder γ-

Aminosäuren 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 vergrößert das 

Repertoire an verfügbaren Enzymen, die für verschiedene Synthesen verwendet werden 

können. Viele dieser Proteine sind bislang nur theoretisch annotiert. Somit ist die Festlegung 

des Leserahmens und die Funktion nicht experimentell bestätigt. Ein Ziel dieser Arbeit ist zu 

versuchen, die Richtigkeit für einige dieser rechnergestützten Vorhersagen zu bestätigen. 

Auch die Hefe B. raffinosifermentans, insbesondere der Stamm LS3, hat ein großes 

biotechnologisches Potential und wird schon für eine breite Palette an Anwendungen 

verwendet [151-157]. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es zu prüfen, ob B. 

raffinosifermentans LS3 auch ω-Transaminasen produziert und so für den Einsatz in der 

Produktion von ungewöhnlichen Aminosäuren oder auch von Aminen in Frage kommt. Dazu 

werden die als AMINOTRAN_3 eingruppierten Proteine auf ihre ω-Transaminaseaktivität 

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 ω-Transaminasen zu produzieren. Diese Proteine 

werden auf ω-Transaminaseaktivität geprüft. 

Um diese Ziele zu erreichen werden Überexpressionsmutanten erstellt die rekombinante 

Versionen dieser Proteine produzieren. Die rekombinanten Varianten der Enzyme tragen 

einen C-terminalen His-tag, mit dem sie mittels Ni2+-Affinitätschromatografie aus dem 

Zellextrakt extrahiert werden können. Für die prokaryotischen Enzyme wurde E. coli 

BL21DE3 als Expressionssystem gewählt. Die potentiellen ω-Transaminasen von B. 

raffinosifermentans wurden in einer Deletionsmutante, die auxotroph für Tryptophan ist 

produziert. Es handelt bei dieser Mutante um B. raffinosifermentans G1212 [aleu2 

atrp1:ALEU2] [1].  

Als dritte Zielstellung wird eine bekannte ω-Transaminase modifiziert, um zum einen die 

Aktivität des Enzyms zu erhöhen, und um zum anderen durch die Modifikationen eine 

Einsicht in die Rolle einzelner Aminosäurereste 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 für aromatische ω-Transaminasen. Die 

beiden anderen Modifikationen sind Veränderungen des aktiven Zentrums. Da es sich bei 

dem ursprünglichen 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 Aktivität mit verschiedenen β- und γ-

Aminosäuren getestet. Enzyme, die Aktivität zeigten, wurden dann weiter hinsichtlich pH 

und Temperaturoptimum und Temperaturstabilität getestet.  

Für eine biotechnologische Anwendung ist es notwendig, große Mengen der Enzyme zu 

produzieren. Dazu werden verschiedene Fermentationsstrategien getestet, um 

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

 

2.1. Bakterienstämme 

 

Für die Plasmidamplifikation wurde E. coli XL1 blue (Genotyp recA1 endA1 gyrA96 thi-1 

hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ proAB lacIqZ∆M15 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. Hefestämme 

 

Für die Vortests und als Donororganismus für die DNA-Isolation wurde der Wildtyp B. 

raffinosifermentans LS3 verwendet. Als Produktionsstamm für die rekombinanten 

Hefeproteine wurde die für Tryptophan auxotrophe Mutante B. raffinosifermentans LS3 

G1212 [aleu2 atrp1:ALEU2] [1] verwendet.  

 

2.3. Medien für die Kultivierung 

 

Sämtliche E. coli Stämme wurden bei 37 °C in LB-Medium (20 g L-1, Carl Roth, 

Katalognummer: X964.4) kultiviert. Bei Kultivierungen von Stämmen, die den pET21b (+) 

Vektor enthielten, wurden 50 µg L-1 Ampicillin zum LB-Medium gegeben. E. coli Stämme, die 

den XPLOR®3 Vektoren enthielten, wurden mit 50 µg L-1 Kanamycin im Medium kultiviert.  

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

Antibiotikum, kultiviert. 

Für die Produktion größerer Enzymmengen wurden die E. coli BL21DE3 Stämme in einem 

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

und die Zellzahl zu erhöhen.  

Tabelle 1: Zusammensetzung der LB haltigen Glukoselösung. 

Medienbestandteil Menge 

Glukose 400 g 

LB-Medium 20 g 

A. dest. ad 1000 ml 

 

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

Nacht bei 30 °C unter Rühren gelöst und anschließend 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 Sojabrühe (Oxoid CM129) 30,0 g 

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 1,0 g 

Mannitol 10,0 g 

Bodenextrakt (siehe Tab. 4) 200,0 ml 

A. dest. 800,0 ml 
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Tabelle 4: Zusammensetzung des Bodenextrakts für Medium 98. 

Medienbestandteil Menge 

luftgetrocknete Gartenerde 80,0 g 

Na2CO3 0,2 g 

A. dest. 200,0 ml 

 

Der Extrakt wurde eine Stunde bei 121 °C autoklaviert und anschließend filtriert, um die 

unlöslichen 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 l-1 

KH2PO4 49,6 mmol l-1 

K2HPO4 10,0 mmol l-1 

MgSO4·7H2O 4,1 mmol l-1 

Spurenelemente (Tab. 6) 0,1 % (v/v) 

Ca(NO3)2·4H2O 84,7 μmol l-1 

FeCl3·6H2O 7,4 μmol l-1 

 

Das Ca(NO3)2 wurde als Stammlösung (20 g L-1) angesetzt, das FeCl3 lag als 2 g L-1 Lösung vor. 
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Tabelle 6: Zusammensetzung der Spurenelemente für das HMM. 

Medienbestandteil Menge 

H3BO3 8,1 mmol l-1 

CuSO4·5H2O 0,4 mmol l-1 

KI 0,6 mmol l-1 

MnSO4·4H2O 1,8 mmol l-1 

ZnSO4·7H2O 1,4 mmol l-1 

Na2MoO4·2H2O 0,8 mmol l-1 

CoCl2·6H2O 0,4 mmol l-1 

 

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

Medienbestandteil Menge 

Biotin 16,4 μmol l-1 

Ca-D-Pantothenat 1,7 mmol l-1 

Inosit 22,2 mmol l-1 

Nikotinsäure 0,8 mmol l-1 

Pyridoxin 2,4 mmol l-1 

Thiamindichlorid 1,2 mmol l-1 

 

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 Stammlösung angesetzt und 

sterilfiltriert. 

Es wurden Wachstumsversuche mit B. raffinosifermentans durchgeführt, um zu untersuchen 

ob die Hefe β-Aminosäuren als N-Quelle verwenden kann. Dazu wurde die Hälfte des NaNO3 

und des Ca(NO3)2 durch die entsprechenden Chloride ersetzt. Diese HMM-Variante wird als 

0,5 N bezeichnet. Für weitere Versuche wurde der fehlende Stickstoff durch äquimolare 

Mengen an β-Phenylalanin bzw. β-Homoalanin ergänzt. 
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SOC-Medium 

Nach der Transformation der E. coli Stämme XL1 und BL21DE3 wurde SOC Medium für die 

Regeneration der Zellen benötigt. Dazu wurde zunächst SOB-Medium (Carl Roth, 

Katalognummer: AE27.1) nach Herstellerangaben angesetzt. Nach dem Autoklavieren 

wurden 20 mmol L-1 Glukose zugegeben. 

 

2.4. Kultivierung von E. coli XL1 

 

Nach der Transformation wurden die Transformationsansätze in eine 50 µl und eine 150 µl 

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 µg ml-1 

Ampicillin bzw. 50 µg ml-1 Kanamycin als Selektionsmarker. Die Platten wurden über Nacht 

bei 37 °C bebrütet. 

Am nächsten Tag wurden 3 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum mit einer 

Kolonie angeimpft und wieder über Nacht bei 37 °C und 180 UPM bebrütet. 1 ml der Kultur 

wurde für eine Glycerinkultur verwendet. Dazu wurde 1 ml steriles Glycerin zu 1 ml Kultur 

gegeben und durch mehrfaches Invertieren miteinander vermischt. Anschließend lagerten 

die Gylcerinkulturen bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung. Die übrigen 2 ml Kultur wurden 

für eine Plasmidisolation verwendet. 

 

2.5. Kultivierung weiterer Bakterien- und Hefestämme 

 

Da für die Vortests nur geringe Enzymmengen nötig waren, wurden zunächst alle Stämme in 

kleinem Maßstab in ihren entsprechenden Medien angezogen. 2 ml Medium wurden mit 

100 µl Glycerinkultur angeimpft und über Nacht geschüttelt. Mit diesen Vorkulturen wurden 

dann 20 ml Hauptkulturen auf eine OD600nm angeimpft. Die OD wurde stündlich bestimmt. 

Dazu wurden 100 µl Kultur in 900 µl frischem Medium verdünnt und anschließend 

photometrisch bei 600 nm gemessen. Beim Erreichen der stationären Phase wurden die 

Zellen geerntet und mit einer Kugelmühle aufgeschlossen. Dazu wurde 1 ml Kultur 

zusammen mit 500 µl Glasperlen (0,5 mm Durchmesser, Katalognummer N034.1, Carl Roth, 
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Karlsruhe) in ein 2 ml Gefäß gegeben. Der Aufschluss erfolgte in einer Schwingmühle (Retsch 

MM 400, Retsch GmbH, Haan, Deutschland) für 30 s bei 30 Hz. Die Röhrchen befanden sich 

dabei in einem Adapter, der vor dem Aufschluss bei -20 °C gelagert wurde. Mit den 

Rohextrakten wurden erste Aktivitätstests durchgeführt, um festzustellen, ob überhaupt ω-

Transaminaseaktivität vorliegt. Da bekannt ist, dass P. phytofirmans und P. graminis ω-

Transaminasen produzieren [159], wurden diese Extrakte als Positivkontrolle verwendet, um 

zu zeigen, dass der Test funktioniert. Die Aktivität wurde wie in Abschnitt 2.6 beschrieben 

mit den Rohextrakten nachgewiesen.  

 

2.6. Aktivitätstest für ω-Transaminasen 

 

Die Aktivität der ω-Transaminasen wurde kolorimetrisch nachgewiesen. Dies geschah durch 

die Quantifizierung des nach der kinetischen Auflösung verbleibenden Aminoakzeptors. Da 

die eingesetzte Menge an Aminoakzeptor bekannt war und der Akzeptor mit dem 

Aminodonor im Verhältnis 1:1 reagiert (vgl. Abb. 9), kann nach der Quantifizierung des 

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

 

 

Abbildung 9: Reaktionsschema der kinetischen Auflösung am Beispiel einer β-Aminosäure. 1: Racemat des Aminodonors. 2: 
Aminoakzeptor. 3: verbleibendes Enantiomer des Aminodonors. 4: korrespondierende β-Ketosäure. 

 

In den ersten Aktivitätstests, den Vortests, wurden die Rohextrakte in zwei Versuchen mit 

unterschiedlichen Aminodonoren, einmal β-Phenylalanin, dann 4-Aminopentansäure, auf ω-

Transaminaseaktivität 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 Ansätze zur Aktivitätsbestimmung mit verschiedenen Aminodonoren. Dieser Ansatz wird 
im Folgenden als Standardtest bezeichnet. 

Bestandteil Volumen bzw. Endkonzentration 

Aminoakzeptor 2 mM 

β-Phenylalanin oder 4-Aminopentansäure 4 mM 

PLP 0,1 mM 

Puffer pH 8 10 mM 

Enzymextrakt 10 µl 

A. dest. ad 100 µl 

 

Ein positives Ergebnis im Vortest diente als Hinweis auf eine ω-Transaminase in dem Extrakt. 

Bei einem positiven Vortest eines Rohextrakts wurde die Proteinliste (FASTA) des 

entsprechenden Organismus mittels Homologiensuche nach potentiellen ω-Transaminasen 

durchsucht.  

 

2.7. Gensynthese 

 

Die Synthese des Gens für StoTA in Form von Genfragmenten wurde extern bei Eurofins 

Genomics GmbH in Auftrag gegeben. Dabei handelt es sich um überlappende Fragmente, die 

zunächst mittels Ligase zu einem vollständigen Gen zusammengefügt werden. Nach der 

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

Aufgrund von Problemen bei der Ligation der überlappenden Fragmente des StoTA-Gens 

wurde das Gen, das für VboTA codiert als vollständiges Gen, ebenfalls bei Eurofins geordert. 

Geliefert wurde es subkloniert im pEX-Vektor.  

Beide Gene wurden mittels eines Onlinetools (während des Bestellvorgangs auf 

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

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

 

2.8. Plasmidkonstruktion 

 

Als Ausgang für die Produktion der bakteriellen ω-Transaminasen wurde der pET21b (+) 

Vektor verwendet. Die bestellten Gensequenzen enthielten am 5´ Ende eine NdeI 

Schnittstelle und am 3´ Ende eine XhoI Schnittstelle. Diese kommen auch in der 

Multicloningsite des Vektors vor. Die XhoI Schnittstelle des Vektors befindet sich direkt vor 

einer Sequenz, die für einen His-Tag codiert. Dadurch werden sechs Histidinreste an die 

Enzyme gehängt, mit denen die spätere Aufreinigung erfolgt. Außerdem enthält der Vektor 

eine Ampicillinresistenz, damit positive Transformanden selektiert werden können.  

Das Gen für VboTA wurde durch Restriktion mit NdeI (FastDigest NdeI, Thermo Fisher, 

Katalognummer: FD0584) und XhoI (FastDigest XhoI, Thermo Fisher, Katalognummer: 

FD0694) aus dem pEX-Vektor isoliert. Die Restriktion erfolgte nach Herstellerangaben. Der 

pET21b (+) Vektor wurde unter gleichen Bedingungen linearisiert. Zusätzlich zu den 

Restriktionsenzymen enthielt der Ansatz mit dem Vektor auch eine Phosphatase (1 µl 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 Stücke mittels Agarose-

Gelelektrophorese von Enzymen, Puffer und unerwünschten DNA Teilen gereinigt. Dazu 

wurde ein 0,8 %iges Agarosegel verwendet. Für den Größenvergleich 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: EL0016) in den linearisierten Vektor ligiert. Die Ligation erfolgte nach 

Herstellerangaben. Die Ligationsansätze wurden ohne weitere Reinigung für die 

Transformation von kompetenten E. coli XL1 Zellen verwendet. 

 

2.11. Transformation von E. coli XL1 

 

Zu 100 µl gefrorener kompetenter Zellen wurden 10 µl Ligationsansatz gegeben. Die Zellen 

tauten anschließend 30 min lang auf Eis auf. Dem Schritt folgte ein Hitzeschock für 90 s bei 

42 °C. Dem Hitzeschock folgte ein Kälteschock, 2 min auf Eis. Im Anschluss wurden 500 µl 

SOC Medium zu den Transformationsansätzen gegeben und die Ansätze schüttelten 30 min 

bei 37 °C im Thermomixer. Nach dieser Regenerationsphase wurden die Zellen bei 2000 xg 

bis zur Pelletbildung abzentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abpipettiert und das 

Pellet wurde in 100 µl frischem SOC Medium sehr vorsichtig resuspendiert. Die Zellen 

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

 

2.12. Selektion positiver Transformanden 

 

Einzelne Kolonien wurden von den Platten gepickt und in 2 ml LB-Ampicillin (50 µg ml-1) 

übergeführt. Die Röhrchen schüttelten über 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 Übernachtkultur wurden 3 min bei 16.000 xg abzentrifugiert und die 

Überstände verworfen. Die Pellets wurden in 200 µl, auf 4 °C gekühlten, P1 (Tab. 9) mittels 

Vortexer resuspendiert. Anschließend wurden 200 µl P2 (RT, Tab. 10) zugegeben und durch 

mehrfaches Invertieren gemischt. Danach erfolgte die Zugabe von 200 µl P3 (4 °C, Tab. 11) 

und mehrfaches Invertieren. Die Ansätze wurden abermals 10 min bei 4 °C und 16.000 xg 

zentrifugiert. Vom klaren Überstand wurden 500 µl in ein neues Gefäß überführt. Zu dem 

Überstand wurden 1,5 ml 96 %igem Ethanol gegeben, gefolgt von Invertieren. Die Plasmide 

wurden mindestens 1 h (bis ÜN) bei 4 °C gefällt. Im Anschluss an die Fällung wurden die 

Plasmide bei 16.000 xg und 4 °C für 15 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, 

es folgten drei Waschschritte mit 500 µl 70 %igem Ethanol, jeweils gefolgt von einem 

Zentrifugationsschritt mit 16.000 xg bei 4 °C für 3 min. Die Überstände 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 µl destilliertem Wasser 

aufgenommen. 

 

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

Bestandteil Menge 

Tris 6,1 g 

EDTA Dinatriumsalz *2H2O 3,7 g 

RNase A 100 µg ml-1 

A. dest. ad 1000 ml 

 

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

Bestandteil Menge 

NaOH 8,0 g 

10 % SDS Lösung 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. gelöst und mit der Essigsäure auf pH 
5,5 eingestellt. Dann wird der Puffer auf 1 l aufgefüllt. Der Puffer wird bei Raumtemperatur gelagert. 

Bestandteil Menge 

Kaliumacetat 294 g 

Essigsäure 110 ml 

A. dest. ad 1000 ml 

 

2.14. Messung der Nukleinsäurekonzentrationen 

 

Die Konzentrationen der Plasmide und DNA-Fragmente wurde mit einem Nanodrop 

(Nanodrop 2000, Thermo Fisher) bestimmt. Dazu wurde 1 µl der Nukleinsäurelösungen 

verwendet. Die Messungen erfolgten in drei Replikaten.  

 

2.15. Überprüfen der Sequenzen 

 

Zur Sequenzüberprüfung 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 

 

Zunächst wurden 5 ml LB mit 50 µg/ml Ampicillin mit einer Kolonie der Expressionsstämme 

E. coli BL21DE3 angeimpft. Diese Kulturen schüttelten über Nacht bei 180 UPM und 37 °C. 

Die Vorkulturen wurden in ersten Versuchen für 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 geschüttelt. 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-1 IPTG 

(Endkonzentration). Die andere Kultur diente als Negativkontrolle. Es folgten weitere 2 h 

Schütteln unter den gleichen Bedingungen wie zuvor. Die Zellen wurden mittels 

Zentrifugation (15 min, 7.500 xg) vom Überstand getrennt und mit 500 µl BugBusterTM 

(Novagen) aufgeschlossen.  

 

2.18. Fermentation zur Produktion größerer Enzymmengen 

 

Der VboTA Produktionsstamm wurde in größerem Maßstab in einem Fermenter angezogen, 

um eine größere Proteinmenge zu produzieren. Alle Fermentationen wurden mit einem 

Fermenter BIOSTAT Bplus (Sartorius, Göttingen, Deutschland) durchgeführt. Die Kulturen 

wurden in 5 L Doppelmantelgefäßen (ebenfalls Sartorius) angezogen. Als Grundmedium 

diente LB. Das Startkulturvolumen betrug 3 L. Im ersten Ansatz wurde insgesamt 1 L 20 %ige 

(w/v) wässrige Glukoselösung zugefüttert. Im zweiten Ansatz wurde stattdessen 1 L 40 % 

(w/v) Glukose in LB zum Füttern verwendet. Bei beiden Ansätzen wurde 1 N HCl zum 

Herunterregeln des pH-Wertes und 12,5 %ige Ammoniaklösung zum Heben des pH-Wertes 

verwendet. Es wurde Ammoniak statt NaOH verwendet, um einem Stickstoffmangel bei 

hohen Zellkonzentrationen vorzubeugen. 



Material und Methoden 

~ 32 ~ 
 

 

Abbildung 10: Übergeordnete Struktur der Fermentationsrezepte. In der Startphase, hier „controller_on“ genannt, werden 
die Sollwerte aller Parameter, wie pH-Wert, O2-Sättigung und die Temperatur, ebenso wie die Werte, ab denen das System 
einen Alarm auslöst, eingestellt. Fermentation bezeichnet die Phase in der die eigentliche Fermentation abläuft. Diese Phase 
wird in den nachfolgenden Abbildungen näher 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 

Zufüttern der 20 %igen Glukoselösung begonnen. Die Glukose sollte den Zellen ein weiteres 

Wachstum ermöglichen, damit eine höhere Zellzahl als mit reinem LB erreicht werden kann. 

Eine höhere Zellzahl sollte auch eine größere Enzymausbeute bedeuten, da mehr 

produzierende Zellen vorhanden sind. Während der Fermentation wurden Proben 

genommen, um den Glukosegehalt des Mediums zu bestimmen. Es wurden je Messpunkt 

zwei Proben genommen. 
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Abbildung 11: Rezept für die Enzymproduktion mit E. coli. Sobald die „contoller_on“ Phase (Abb. 10) beendet ist, wird dieses 
Protokoll gestartet. 1: Während dieser Phase wird angeimpft und das Alter der Batch auf 0 gesetzt. 2: Eine 15 min 
Wartephase, während der sich das System an die Anwesenheit der Zellen anpasst. 3: Zähler der zugeführten Menge an 
Glukoselösung. Solange das Volumen < 1000 ml ist, wird in Phase 4 übergegangen, ist das Volumen ≥ 1000 ml wird als 
nächstes Phase 8 durchgeführt. 4: Eine Parameterphase in der die Geschwindigkeit von Pumpe A auf 1 % gestellt wird. 5: 
Während dieser Phase wartet das System 10 min während Pumpe A läuft. 6: Pumpe A wird ausgestellt. 7: Eine weitere 15 
min Wartephase, in der die Zellen die Glukose verwerten können. 8: Die Geschwindigkeit von Pumpe B wird auf 10 % 
gestellt. 9: Die Laktoselösung wird 15 min lang in das Fermentationsgefäß gepumpt. 10: Pumpe B wird abgestellt. 11 
Während dieser Wartephase haben die Zellen 3 h Zeit, um die ω-Transaminasen zu synthetisieren. 12: Die Solltemperatur 
wird auf 15 °C gesetzt. Sobald diese erreicht wird, beginnt die nächste Phase. 13: In dieser Phase wartet das System auf ein 
manuelles Übergehen in die Endphase. Während 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 erhöhen, wurde das Protokoll etwas verändert (Abb. 12). In 

einem Gefäß wurde der Sollwert der Sauerstoffsättigung auf 30 % erhöht. Dadurch sollte 

eine bessere Verwertung der Glukose erzielt werden. In dem zweiten Gefäß wurde der 

Sollwert für den pH-Wert auf 6,5 gesenkt, da E. coli bei diesem pH-Wert besser wächst. Auch 

die Konzentration der zugegebenen Glukoselösung wurde erhöht. Statt 20 % Glukose in LB 

wurden jetzt 40 % Glukose in LB verwendet. Da die Menge an zugeführter Glukose größer 
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war als in der ersten Fermentation, wurde die Verwertungszeit auf 30 min verdoppelt. Das 

Zufüttern der Glukose wurde über den Verbrauch der Ressourcen im Medium gesteuert. 

Solange ausreichend Kohlenhydrate als C-Quellen im Medium vorhanden waren, 

produzierten und sekretierten die Zellen diverse organische Säuren, wodurch der pH-Wert 

des Mediums sank. Der Fermenter steuerte mit einer Base gegen, in diesem Fall 

Ammoniaklösung (25 %, Fisher Scientific, Katalognummer 12686667), um den pH-Wert stabil 

zu halten. Waren die Kohlenhydrate aufgebraucht, wurden die produzierten Säuren wieder 

aufgenommen und als C- und Energiequelle verwendet. Dadurch stieg der pH-Wert und der 

Fermenter steuerte mit Säurezugabe gegen. Sobald das geschah, wurde mit dem Füttern 

begonnen. Über 5 Minuten verteilt wurden 10 ml der Glukoselösung zugegeben. Dem 

Fütterungsschritt folgte eine 30-minütige Verwertungszeit, nach der die Fütterung 

wiederholt wurde. Das Volumen der zugegebenen Glukoselösung 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 Laktoselösung in die 

Fermentationsgefäße 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 vierstündiger 

Induktion auf 15 °C heruntergekühlt. Dadurch verlangsamt sich der Stoffwechsel der Zellen, 

so dass sie bis zur Ernte kaum Ressourcen verbrauchten. Das Kühlen war eine 

Vorsichtsmaßnahme, falls die Induktion zu einem Zeitpunkt stattfand, an dem eine schnelle 

Ernte nicht möglich war.  
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Abbildung 12: Rezept für die Enzymproduktion mit E. coli. Sobald die „contoller_on“ Phase (Abb. 10) beendet ist, wird dieses 
Protokoll gestartet. 1: Während dieser Phase wird angeimpft und das Alter der Batch auf 0 gesetzt. 2: Eine 15 min 
Wartephase, während der sich das System an die Anwesenheit der Zellen anpasst. 3: Die Zähler für die zugeführte Menge an 
Säure und Base werden wieder auf 0 gesetzt. 4: Sobald das System anfängt Säure zuzugeben wird in Phase 5 
übergegangen.5: Zähler der zugeführten Menge an Glukoselösung. Solange das Volumen < 1000 ml ist, wird in Phase 6 
übergegangen, ist das Volumen ≥ 1000 ml wird als nächstes Phase 10 durchgeführt. 6: Eine Parameterphase in der die 
Geschwindigkeit von Pumpe A auf 5 % gestellt wird. 7: Während dieser Phase wartet das System 5 min während Pumpe A 
läuft. 8: Pumpe A wird ausgestellt. 9: Eine weitere 30 min Wartephase, in der die Zellen die Glukose verwerten können. 10: 
Die Geschwindigkeit von Pumpe B wird auf 10 % gestellt. 11: Die Laktoselösung wird 15 min lang in das Fermentationsgefäß 
gepumpt. 12: Pumpe B wird abgestellt. 13: Während dieser Wartephase haben die Zellen 4 h Zeit, um die ω-Transaminasen 
zu synthetisieren. 14: Die Solltemperatur wird auf 15 °C gesetzt. Sobald diese erreicht wird, beginnt die nächste Phase. 15: In 
dieser Phase wartet das System auf ein manuelles Übergehen in die Endphase. Während 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 Zufütterungen während der Kultivierung wurde auch ein Versuch 

mit einem Autoinduktionsmedium [160] (Tab. 12 und 13) durchgeführt, ebenfalls im 3 L 

Maßstab. 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. Zusätzlich 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 1 L 

Phosphatpuffer (pH 7,2) 6 g Na2HPO4 / 3 g KH2PO4 

Trypton 20 g 

Hefeextrakt 5 g 

NaCl 5 g 

 

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

Komponente Menge für 200 ml 

Glycerin 30 ml 

Laktose 10 g 

Glukose 2,5 g 

 

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

gegeben. 
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2.19. Bestimmung des Glukosegehaltes der Fermenterproben 

 

Während der Fermentation wurden Proben genommen, um die im Überstand enthaltene 

Glukosemenge zu bestimmen. Dadurch sollte kontrolliert werden, ob die Wartezeit für die 

Glukoseverwertung lang genug ist. Für 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-Domäne 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 ω-Transaminasen aus dem Genom von B. raffinosifermentans amplifiziert 
werden konnten. Die reversen Primer sind so gestaltet, dass den Genen eine Sequenz, die für einen His-Tag codiert, 
angehängt wurde. 

Accession 
Nummer 

Primer vorwärts Primer revers 

ARAD1C43516g atggcaggtgcagctttatgg ttagtgatggtgatggtgatgagagaatgcctcttctatcttcttctctaattt 

ARAD1D16258g atgagcacaatcacatctgcac Ttagtgatggtgatggtgatggtgctgggcgtgaggg 

ARAD1D29502g atgcagtcatttactcgaactgttg ttagtgatggtgatggtgatgctcaaatactgactcaagaatgtcca 

 

Im Folgenden werden ARAD1C43516g BroTA1 (für B. raffinosifermentans ω-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 Basenpaarüberhang am Anfang und am 

Ende der Gene angehängt. Diese Überhänge sind komplementär zu der Sequenz, die sich um 

die PacI Schnittstelle des XPLOR3® Vektors befindet. Die verwendeten Primer sind in Tab. 15 

aufgeführt. 
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Tabelle 15: Primer mit denen die Gene der potentiellen ω-Transaminasen von B. raffinosifermentans an den Enden um 18 
Basenpaare verlängert wurden. 

Accession 
Nummer 

Primer vorwärts Primer revers 

ARAD1C43516g aacataatcaacattaatatggcaggtgcagcttta aatgagtagtgttccttagtgatggtgatggtgatg 

ARAD1D16258g aacataatcaacattaatatgagcacaatcacatct aatgagtagtgttccttagtgatggtgatggtgatg 

ARAD1D29502g aacataatcaacattaatatgcagtcatttactcga aatgagtagtgttccttagtgatggtgatggtgatg 

 

Die Linearisierung des Vektors erfolgte mit PacI (FastDigest PacI, Thermo Fisher, 

Katalognummer: FD2204), auch SgsI genannt, nach Herstellervorschrift. Um eine Religation 

des Vektors zu verhindern, enthielten die Ansätze neben dem Restriktionsenzym auch 1 µl 

Phosphatase (Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), Thermo Fisher, Katalognummer: 

783901000UN). 

 

2.21. Isothermales Assembly der Transaminase-Gene und des Vektors 

 

Die Gene, die für BroTA1-3 codieren, wurden mittels isothermalem Assembly nach Gibson 

[161,162] in den linearisierten XPLOR®3 Vektor gebracht. Dieser Vektor trägt ein Gen für ein 

Protein, das eine Kanamycin-Resistenz vermittelt. Diese Resistenz dient als Selektionsmarker 

für positiv transformierte E. coli XL1 Zellen. Außerdem trägt es das Gen der Tryptophan-

Synthesekaskade, da der Produktionsstamm B. raffinosifermentans G1212 [aleu2 

atrp1:ALEU2] [1] auxotroph für Tryptophan ist. Für 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-Ansätze wurden ohne weiteren Reinigungsschritt für die 

Transformation verwendet. 
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2.22. Aktivitätstest mit verschiedenen Aminodonoren 

 

Der Aktivitätstest wurde mit einer Reihe verschiedener Aminosäuren (siehe Abb. 13) 

durchgeführt. 

 

Abbildung 13: Lister der als Aminodonoren verwendeten Aminosäuren.  Ein * markiert Chiralitätszentren. 

 

Neben den Aminosäuren wurden auch einige Amine auf Aktivität mit VboTA getestet (Abb. 

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

 

 

Tabelle 16: Zusammensetzung der Ansätze zur Aktivitätsbestimmung 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-1 

Aminodonor 4 mmol L-1 

PLP 0,1 mmol L-1 

Puffer 10 mmol L-1 

Enzymextrakt 10 µl 

A. dest. Ad 100 µl 

 

Zusätzlich zu den Ansätzen wurden zwei Negativkontrollen mitgeführt, d.h. einmal wurde 

das Enzym gegen Wasser ausgetauscht, bei der anderen Kontrolle wurde der Aminodonor 

gegen Wasser ausgetauscht. Je Ansatz wurden drei Replikate durchgeführt. 

Die Ansätze inkubierten in einer Mikrotiterplatte 30 min lang bei 30 °C (VboTA) bzw. 40 °C 

(StoTA). Anschließend wurden je Ansatz 10 µl entnommen und zu 60 µl A. dest. gegeben. 

Diese Verdünnung wurde mit 70 µl Dinitrophenylhydrazin (DNPH, 1 mM in 1 M HCl) 

gemischt. Das DNPH reagiert mit α-Ketosäuren zu einem Hydrazon (Abb. 15). Dadurch wird 

die enzymatische Reaktion gestoppt und das entstandene Hydrazon färbt sich im basischen 
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Bereich braun und kann quantitativ gemessen werden. Um die Färbung zu erreichen wurden 

nach 20 min Inkubation des Ansatzes/DNPH-Gemisches bei 20 °C 70 µl einer 4 M NaOH zu 

den Ansätzen gegeben. 

 

 

Abbildung 15: Reaktion einer α-Ketosäure, hier Pyruvat als Beispiel, mit DNPH und anschließender 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 für VboTA 

 

Da VboTA eine Bindestelle für α-Ketoglutarat besitzt und sequenzielle Ähnlichkeit zu StoTA 

hat, welche zur Familie der Aspartat-Aminotransferasen gehört, wurden α-Ketoglutarat und 

Oxalacetat als Aminoakzeptor ausgewählt. Zusätzlich zu diesen beiden sollte Pyruvat als 

weiterer, kostengünstiger 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 während des Aktivitätsassays verwendet. Die untersuchte pH-Wert 

Spanne reichte von pH 2 bis pH 10. Die verwendeten Puffer sind in Tab. 17 aufgeführt. Alle 

Puffer wurden in einer 100 mmol L-1 Konzentration angesetzt. Die Tests wurden in drei 

Parallelen durchgeführt.  

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

pH Puffer Zusammensetzung 

2 Citrat/HCl 5,88 g Citronensäure + 3,58 g 

Kaliumchlorid + 82 ml Salzsäure (c = 0,1 

mol l-1) 

3 Citrat/Kaliumhydroxid 7,74 g Citronensäure + 3,49 g 

Kaliumchlorid + 206 ml Kaliumhydroxid 

(c = 0,1 mol l-1) 

4 Citrat/Kaliumhydroxid 10,75 g Citronensäure + 2,57 g 

Kaliumchlorid + 68 ml Kaliumhydroxid 

(c = 1 mol l-1) 

5 Kaliumacetat 1,95 ml Essigsäure + 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 Borsäure mit Salzsäure (c = 0,1 

mol l-1) 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 Größenausschluss-Chromatographie 

bestimmt. Für die Chromatographie wurde eine SuperdexTM 200 Säule (Cytiva) verwendet. 

Als Standards dienten verschiedene Proteine, die in Tab. 18 aufgelistet sind. Als Laufpuffer 

wurde 50 mmol L-1 Natriumphosphat-Puffer pH 8 + 0,15 mol L-1 NaCl verwendet. Vor der 

Verwendung wurde der Puffer mittels Vakuumfiltration sterilfiltriert und gleichzeitig entgast.  

 

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

Protein Molekulare Massen Menge für den Mix 

Bluedextran - 2 mg 

Ferritin1 440 kDa 0,4 mg 

Katalase2 240 kDa 1 mg 

BSA2 66,43 kDa 10 mg 

Ovalbumin1  42,8 kDa 10 mg 

 

Im ersten Durchlauf wurde die Säule mit 0,5 ml Bluedextranlösung beladen. Nachdem das 

Bluedextran aus der Säule eluiert war, wurden 0,5 ml des ersten Ansatzes auf die Säule 

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 α-Ketoglutarat und β-Phenylalanin. Die 

Produkte D- und L-Glutamat wurden auf Inhibition von VboTA geprüft. Auf einen Test der 

Inhibition von VboTA durch 3-Keto-3-phenylpropionsäure, dem Produkt, das bei der 

Desaminierung von β-Phenylalanin entsteht, wurde verzichtet, da diese Verbindung in 

wässriger Lösung instabil ist und daher nicht mit dem Entstehen von Konzentrationen zu 
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rechnen ist, die hoch genug für 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 α-Ketoglutarat pro min und µg Enzym 

ermittelt. Für D- bzw. L-Glutamat erstreckte sich der Konzentrationsbereich von 4 bis 20 

mmol L-1, in 2 mmol L-1 Schritten. Bei β-Phenylalanin wurden 20-34 mmol L-1 und bei α-

Ketoglutarat 10-20 mmol L-1 verwendet. Alle Messungen erfolgten in drei Replikaten. 

 

2.27. Bestimmung der Km-Werte von VboTA 

 

Die Km-Werte für α-Ketoglutarat, β-Phenylalanin, β-Homophenylalanin, β-Leucin und β-

Homoalanin wurden bestimmt. Dazu wurden die Anfangsgeschwindigkeiten der Reaktionen 

mit unterschiedlichen Akzeptor- bzw. Donor-Konzentrationen gemessen, indem die Menge 

an entstandenem Glutamat bestimmt wurde. Zunächst erfolgte die Bestimmung des Km 

Wertes für α-Ketoglutarat. Hierbei fungierte β-Phenylalanin als Aminodonor. Die 

Anfangsgeschwindigkeit der Transaminierung wurde mit vier unterschiedlichen α-

Ketoglutarat-Konzentrationen gemessen. Die Ansätze enthielten 2, 4, 6 bzw. 8 mmol L-1 α-

Ketoglutarat und 10 mmol L-1 β-Phenylalanin. Zwei Proben mit Wasser anstelle von α-

Ketoglutarat dienten als Negativkontrolle. Alle Ansätze wurden bis auf den Enzymextrakt 

angesetzt und auf 30 °C temperiert. Anschließend erfolgte die Aliquotierung zu je 90 µl in 

ebenfalls vorgewärmte 1,5 ml Röhrchen. Zu jedem Röhrchen wurden 10 µl vorgewärmter 

Enzymextrakt gegeben. Anschließend erfolgte eine 90 s Inkubation bei 30 °C. Nach dem 

Inkubationsschritt wurde VboTA durch 5 min Erhitzen auf 90 °C inaktiviert. Bis zur 

endgültigen Messung lagerten die Proben bei -20 °C. Die Quantifizierung des Glutamats 

erfolgte wie in Maytaet al. [163] beschrieben. Die Bestimmung der Km-Werte für die 

Aminodonoren verlief analog zu der Bestimmung des Km-Wertes für α-Ketoglutarat. Bei 

diesen Ansätzen wurde α-Ketoglutarat mit einer Konzentration von 5,2 mmol L-1 verwendet. 

Die Konzentrationen der Donoren variierten von 2 bis 10 mmol L-1 in 2 mmol L-1 Schritten. 

Auch bei diesen Proben erfolgte die Messung der Anfangsgeschwindigkeit über die 

Quantifizierung des entstandenen Glutamats. Für alle Proben wurden 5 Replikate 

durchgeführt. 
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2.28. Bestimmung des Temperaturoptimums 

 

Die Ansätze 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 unverändert. Auch der pH-Wert, der für den Standardtest verwendet wurde, blieb 

unverändert. 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 ließ sich bei dem Gerät nicht einstellen. Nach 30 min Inkubation der 

Platten kühlte der Thermocycler auf 4 °C herunter, um die Reaktion zu stoppen. Nach Ablauf 

der Reaktion wurden wieder 17,5 µl der Ansätze in eine Mikrotiterplatte überführt und für 

die Quantifizierung verwendet. Die Quantifizierung verlief ebenso wie bei dem Standardtest. 

Auch hier wurden wieder Ansätze ohne Enzym als Negativkontrolle verwendet. 

 

2.29. Bestimmung der Temperaturstabilität 

 

Um festzustellen, ob VboTA und die StoTA-Varianten sensitiv gegenüber höheren 

Temperaturen sind, wurden Aliquote der Extrakte für 60 min bei Temperaturen von 20 – 90 

°C in 10 °C Schritten inkubiert. Im Anschluss an diese Inkubation erfolgte ein Aktivitätstest 

mit den Aliquots. Der Test verlief unter Standardbedingungen für die jeweiligen Enzyme. Als 

Negativkontrolle dienten wieder Ansätze, bei denen das Enzym durch Wasser ersetzt wurde. 

Ein Aliquot, das bei 4 °C gelagert wurde, diente als Referenzwert. Die Aktivität dieser Ansätze 

wurde als 100 % Wert der Aktivität verwendet. Die Restaktivitäten der Ansätze, die bei 

höheren 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 Ansätze festgestellt. Zwei 

Testreihen wurden durchgeführt. 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 Ansätze mit unterschiedlichen Glycerinkonzentrationen. Die Ansätze 

enthielten 0, 10, 20 und 50 % Glycerin. Am Tag des Ansetzens (Tag 0) und dann regelmäßig 

im Abstand von mehreren Tagen erfolgten Aktivitätsbestimmungen der Proben. Die Aktivität 

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 

Restaktivität mehr zu verzeichnen war. Falls eine Probe aufgebraucht war, bevor sie ihre 

Aktivität verloren hat, wurde dieser Ansatz neu angesetzt und einmal sofort auf Aktivität 

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 Aktivitätsbestimmung erfolgte mit dem Standardtest für VboTA mit 4 

mmol L-1 β-Phenylalanin als Aminodonor und 2 mmol L-1 α-Ketoglutarat als Aminoakzeptor. 

Die Ansätze 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 durchgeführt 

(https://blast.ncbi.nlm.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. Für die Sequenzvergleiche wurde die Option „align 

two or more sequences“ gewählt. 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 ω-Transaminasen in B. raffinosifermentans 

 

Die Sequenzen bekannter ω-Transaminasen wurden mit der FASTA von B. 

raffinosifermentans verglichen, um so mittels Homologievergleich ähnliche Enzyme in der 

Proteindatenbank zu entdecken. Da dieser Vorgang zu keinem Ergebnis führte, 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 

durchgeführt [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 

„Aminotransferase Protein Familie“ repräsentiert.  

 

2.31.3. Sequenzvergleiche mittels COBALT 

 

COBALT [171,172] ist ein Programm für multiple Sequenz-Alignments, das bei NCBI 

verfügbar ist. Sämtliche Sequenzen der zu vergleichenden Enzyme werden hier hochgeladen 

und automatisch miteinander verglichen. Im Anschluss an den Vergleich können identische 

Positionen farblich kenntlich gemacht werden. Im ersten Vergleich wurde eine Gruppe von 

drei ω-Transaminasen, die nur aliphatische Substrate akzeptieren, miteinander verglichen. 

Dafür 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 ω-Transaminasen wurden Enzyme verwendet, die sowohl aromatische als auch 

aliphatische Aminosäuren als Substrat verwenden. Hierfür 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 abschließenden Sequenzvergleich wurden alle Sequenzen 

miteinander verglichen, um festzustellen, welche Aminosäurereste 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 für die StoTA-Varianten keine Proteinstrukturen verfügbar sind, wurden sie in silico 

gefaltet. Für 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 verändert. 

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. Abhängig von der zugeteilten Recheneinheit (CPU oder GPU) reicht 

diese Zeit in der Regel nicht für 5 Modelle und ein Zwischenspeichern auf dem Notepad ist 

nicht möglich. Nach Abschluss der Berechnungen erstellte AlphaFold automatisch eine pdb-

Datei für jedes errechnete Modell, mit der die Strukturen im Anschluss visualisiert werden 

können. Außerdem wurden Diagramme erstellt, die die Sicherheit der Positionen der 

einzelnen Aminosäuren darstellen. Um die Korrektheit der Modelle zu testen, wurde auch 

ein Modell für 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 Wasserstoffbrücken im aktiven Zentrum der StoTA darstellt, ist mit 

mol* [181] erstellt worden. 
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3. Ergebnisse 

 

Um neue ω-Transaminasen zu identifizieren, wurden drei verschiedene Ansätze verfolgt.  

1: Literaturrecherche zu bekannten Produzenten von ω-Transaminasen, um mittels 

Homologievergleich weitere Enzyme dieser Klasse in verwandten Arten zu finden. Dazu 

wurden die Proteindatenbanken der potenziellen ω-Transaminase-Produzenten 

heruntergeladen und alle darin enthaltenen Sequenzen mit der Sequenz der bekannten ω-

Transaminase StoTA verglichen. Die Ergebnisse dieser Methode sind in Abschnitt 3.1 

beschrieben. 

2: Ein bekanntes Enzym wurde modifiziert, um die Aktivität zu verbessern. Hierfür wurde ein 

Enzym von S. thermophilus verwendet. Das Protein wurde zum einen schrittweise an ein 

potenzielles Motiv für aromatische ω-Transaminasen angepasst und zum anderen wurde 

versucht, die Aktivität durch Modifikationen des aktiven Zentrums zu erhöhen. Die 

Ergebnisse sind in Abschnitt 3.2 dargestellt. 

3: Screenen der Organismen aus der Stammsammlung der Arbeitsgruppe Hefegenetik auf ω-

Transaminase Aktivität, um bislang unbekannte Produzenten von ω-Transaminasen zu 

entdecken. Dazu wurden verschiedene Stämme von Pilzen und Bakterien mit β-Phenylalanin 

im Medium kultiviert. Im Anschluss der Kultivierung wurde der Proteinrohextrakt der 

Stämme auf Aktivität bei der Desaminierung von β- und γ-Aminosäuren getestet. Hierbei hat 

sich B. raffinosifermentans als vielversprechend herausgestellt. Die Ergebnisse sind in 

Abschnitt 3.3 dargestellt. 

 

Die Arten Paraburkholderia phytofirmans und P. graminis sind als Produzenten für ω-

Transaminasen bekannt. Rohextrakte dieser beiden Organismen dienten als Positivkontrolle 

für den Aktivitätstest. Abb. 16 zeigt, dass diese Extrakte in der Lage sind die Aminogruppe 

von β-Phenylalanin auf α-Ketoglutarat zu übertragen. 
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Abbildung 16: Positivkontrolle als Beweis, dass der Aktivitätstest funktioniert. Die Rohextrakte von P. phytofirmans (blau) 
und P. graminis (orange) wurden eingesetzt um die Aminogruppe von β-Phenylalanin auf α-Ketoglutarat zu übertragen. 
Dargestellt ist der Umsatz von α-Ketoglutarat in mmol L-1 h-1, sowie die Standardabweichung. N=2. 

 

Da der Test funktioniert, konnte er im weiteren Fortgang für die Quantifizierung der Aktivität 

von Enzymen bzw. Rohextrakten verwendet werden. 

 

3.1. Ergebnisse der Literaturrecherche 

 

3.1.1. Testen potenzieller Kandidaten 

 

Das Durchsuchen von Literatur führte zu einer Vielzahl an Spezies, die ω-Transaminasen 

produzieren können. Unter anderem die Gattung Mesorhizobium enthält mindestens eine 

Spezies, die in der Lage ist, eine ω-Transaminase zu produzieren, die β-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 Aktivitätstest mit dem 

Rohextrakt verlief positiv. Der Extrakt zeigte Aktivität mit β-Homoalanin als Aminodonor und 

α-Ketoglutarat als Aminoakzeptor. Da aber bereits eine Publikation über einen Großteil 

dieser Enzyme existiert [182], wurde mit diesem Organismus nicht weiter gearbeitet. 
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Für das Bakterium Microbacterium ginsengisoli wurde ebenfalls eine ω-Transaminase 

beschrieben [183]. Der einzige verfügbare Vertreter dieser Gattung, Microbacterium 

lacusdiani (DSMZ Bestellnummer 29188), war nicht in der Lage, eine der in dieser Arbeit 

verwendeten β- oder γ-Aminosäuren umzusetzen. 

Die Gattung Variovorax weist auch zumindest eine Spezies auf, V. paradoxus, die eine ω-

Transaminase produziert [90,184]. Ein Abgleich der bei der DSMZ verfügbaren Stämme mit 

der Sequenzdatenbank von NCBI ergab, dass V. boronicumulans sowohl sequenziert, als auch 

verfügbar und unter S1 Bedingungen zu kultivieren war.  

Um herauszufinden welches Protein von V. boronicumulans eine ω-TA sein könnte, wurde 

die Sequenz einer bekannten ω-TA von S. thermophilus (StoTA) [185] mit den Einträgen der 

Proteindatenbank verglichen, die sämtliche Proteinsequenzen von V. boronicumulans im 

Einbuchstaben-Code enthält. Das beste Ergebnis (Abb. 17) wurde im zweiten Schritt mit 

einem potenziellen Motiv für aromatische ω-TAs [4] verglichen. 
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Abbildung 17: Sequenzvergleich VboTA und StoTA. Query: Sequenz der möglichen ω-Transaminase von V. boronicumulans. 
Sbjct: Sequenz der StoTA. In der mittleren Zeile sind Aminosäuren angegeben, die in beiden Sequenzen identisch sind, ein „+“ 
markiert Stellen, an denen sich Aminosäuren mit ähnlichen biochemischen Eigenschaften. 

 

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

der eines potentiellen Motivs für aromatische ω-Transaminasen [184] hat ergeben, dass 

VboTA sehr gut mit dem Motiv übereinstimmt (Abb. 18).  
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Abbildung 18: Vergleich von VboTA mit einem potentiellen Motiv von ω-Transaminasen. Query: Sequenz des Motivs. Sbjct: 
Ausschnitt der VboTA Sequenz. Die potentielle funktionelle Domäne des Motivs befindet sich in der Box. Grüne Pfeile 
markieren Grenzen der Sekundärstrukturen, rote Pfeile die konservierten Reste, die für die Funktion von aromatischen β-
Transaminasen wichtig zu sein scheinen.  

 

Da V. boronicumulans ein Protein enthält, das sowohl gut mit der Sequenz von StoTA 

übereinstimmt, als auch alle essentiellen Reste des potenziellen Motivs enthält, wurde der 

Stamm als Lyophilisat bei der DSMZ bestellt (Bestellnummer 21722) und unter den bei der 

DSMZ empfohlenen Bedingungen kultiviert. 

Zusätzlich zu den Ergebnissen der Homologiesuchen wurde der Rohextrakt von V. 

boronicumulans auf Aktivität mit β-Phenylalanin, β-Homoalanin und 4-Aminopentansäure 

getestet. Da der Test positiv war (Abb. 19), wurde das Gen bestellt, das für das Protein mit 

der NCBI Accession-Nummer WP_095950167.1 codiert. 
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Abbildung 19: Aktivitätstest mit dem Rohextrakt von V. boronicumulans. Dargestellt ist die Menge an umgesetztem 
Aminoakzeptor in mmol L-1 unter Verwendung verschiedener Aminodonoren nach einstündiger Inkubation bei 30 °C. β-F: β-
Phenylalanin, β-HA: β-Homoalanin, 4-AP: 4-Aminopentansäure. 

 

3.1.2. Klonierung und Expression von VboTA 

 

Die Gensequenz, die für VboTA codiert, wurde bei Eurofins geordert. Die vollständige 

Sequenz ist im Anhang zu finden. 

 
Die Sequenz wurde im pEX-Vektor geliefert und aus diesem mit Hilfe von NdeI und XhoI 

herausgeschnitten und anschließend 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 überprüft. E. coli DE3 wurde anschließend mit Plasmiden mit fehlerfreier 

Sequenz transformiert und zur Proteinproduktion verwendet. 

Zunächst wurde in einem kleinen Versuch getestet, ob die Produktion des funktionsfähigen 

Enzyms in E. coli BL21 DE3 möglich 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-1 IPTG induziert, die andere nicht. Die Zellen wurden zwei weitere Stunden später 

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 prüfen, ob VboTA von den Zellen 

produziert wurde. Um sicherzustellen, dass die Aktivität in den nachfolgenden Tests von 

VboTA stammt und nicht von einem Enzym von E. coli, das zufällig produziert wird, wurde 

ein weiterer Stamm konstruiert, der mit dem pET 21 b Vektor transformiert wurde. Dieser 

Vektor enthielt nicht das Gen vbota, das für VboTA codiert. Dieser Stamm wurde unter den 

gleichen Bedingungen wie die Produktionsstämme kultiviert und induziert. Der Extrakt 

dieses Kontrollstammes zeigte keine ω-Transaminaseaktivität. 

 

Induktion 
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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 Größe.  

 

Ein Monomer von VboTA hat inklusive His-Tag ein Molekulargewicht von etwa 47,2 kDa. Auf 

dem 1D-Gel sind Banden mit passender Größe zu sehen (Abb. 22, links). Da VboTA C-

terminal einen His-Tag enthält, konnte das Enzym im Westernblot spezifisch mit einem Anti-

His Antikörper (Anti His Rabbit pAB, MicroMol, Katalognummer 413) gebunden und 

anschließend mit einem sekundären Antikörper (Goat anti Rabbit, Katalognummer 6722, 

Abcam, Cambridge, UK) markiert werden, der eine alkalische Phosphatase trägt und 

spezifisch an den ersten Antikörper bindet. Durch Zugabe von NBT/BCIP (NBT/BCIP-

Gebrauchsfertige Tabletten, Katalognummer 11697471001, Roche, Basel, Schweiz) nach 

Herstellerprotokoll färbten sich die Bereiche violett, an denen der sekundäre Antikörper 

gebunden hat. Die gefärbten Banden, die auch die passende Größe haben, zeigen, dass 

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

(Abb. 22, rechts). 

Das gereinigte Enzym konnte für Aktivitätstests verwendet werden. Zunächst wurde 

festgestellt, welcher der verfügbaren Amino-Akzeptoren am besten geeignet ist. Da VboTA 
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zu der Aspartat-Familie gehört und eine Glutamat-Bindedomäne besitzt, wurden neben 

Pyruvat, einem Standard-Akzeptor, Oxalacetat und α-Ketoglutarat als Akzeptoren 

verwendet. Zeitgleich wurde geprüft, ob ein höherer oder ein niedrigerer pH-Wert einen 

positiven Einfluss auf die Aktivität hat.  

 

3.1.3. Aktivitätstests mit VboTA 

 

 

Abbildung 23: Aktivität von VboTA in µmol min-1 µg-1 Enzym nach 1 h bei 30 °C und pH 8.0 bzw. 9.0 unter Verwendung von 
verschiedenen Aminoakzeptoren und mit β-F und β-HA als Aminodonoren. Jede Bedingung wurde in Duplikaten 
durchgeführt, die Standardabweichung ist ebenfalls angegeben. PYR: Pyruvat, OG: α-Ketoglutarat, OA: Oxalacetat. β-F: β-
Phenylalanin, β-HA: β-Homoalanin, 4-AP: 4-Aminopentansäure. 

 

Der erste Aktivitätstest hat ergeben, dass VboTA β-Aminosäuren desaminieren kann (Abb. 

23). Bei Verwendung von β-Homoalanin ist pH 9 von Vorteil, da hier eine etwa dreifach 

höhere Aktivität zu messen ist, 0,65 U µg-1 im Gegensatz zu 0,23 U µg-1 bei pH 8. Außerdem 

hat sich herausgestellt, dass α-Ketoglutarat der beste Aminoakzeptor ist. Bei beiden pH-

Werten wurde bei Verwendung von β-Phenylalanin als Donor eine etwa 2,5-fach höhere 

Aktivität als mit Pyruvat oder Oxalacetat gemessen. Mit β-Homoalanin als Donor und α-

Ketoglutarat als Akzeptor ist nur bei pH 9 ein Unterschied im Umsatz zu messen. Hier ist die 
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Aktivität etwa doppelt so hoch wie bei den beiden anderen Akzeptoren, Pyruvat und 

Oxalacetat. Mit der getesteten γ-Aminosäure, 4-Aminopentansäure, konnte mit keinem 

Akzeptor Umsatz gemessen werden, weder bei pH 8 noch bei pH 9.  

 

 

Abbildung 24: Von VboTA umgesetztes α-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 α-Ketoglutarat in mM mit verschiedenen Aminodonoren ist angegeben. β-F: β-
Phenylalanin, β-HF: β-Homophenylalanin, β-L: β-Leucin. Jede Messung erfolgte in Triplikaten, die Fehlerbalken geben die 
Standardabweichung an. 

 

Nachdem feststand, dass α-Ketoglutarat der beste Akzeptor ist und bei pH 9 bessere 

Umsätze erzielt werden, wurden β-Homophenylalanin und β-Leucin unter diesen 

Bedingungen als Donoren verwendet. Der Umsatz von β-Leucin erfolgte ähnlich schnell wie 

der von β-Phenylalanin. Beide Substrate erzielten ihren maximalen Umsatz innerhalb einer 

Stunde, der auch nach längerer Inkubation nicht mehr gestiegen ist. Der Umsatz von β-

Homophenylalanin war deutlich langsamer (Abb. 24). Hier wurde nach 3 h ein höherer 

Umsatz festgestellt als nach 1 h.  

Um zu testen, ob VboTA nur eine β-Aktivität zeigt, wurde auch α-Alanin als Aminodonor 

eingesetzt. Außerdem wurden β-Alanin und die Amine Spermin, Spermidin und Putrescin als 

potenzielle Aminodonoren getestet. Weder mit α- noch mit β-Alanin konnte Aktivität 

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 Thermostabilität 

 

 

 

Abbildung 25: Relative Aktivität von VboTA mit verschiedenen Aminodonoren (blau: β-Phenylalanin, orange: β-Homoalanin) 
bei Temperaturen zwischen 20 und 50 °C. Als Aminoakzeptor wurde α-Ketoglutarat verwendet. Der höchste Aktivitätswert 
wurde als 100 % Wert verwendet. Alle anderen Werte wurden in Relation gesetzt. Die Berechnung wurde für jede Messreihe 
separat durchgeführt. Jede Messung erfolgte in Triplikaten, die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. 

 

Die Aktivitätsbestimmung bei Temperaturen zwischen 20 und 50 °C haben ergeben, dass das 

Temperaturoptimum für den Umsatz von β-Phenylalanin bei etwa 32 °C und das für β-

Homoalanin bei 30 °C liegt (Abb. 25). Allerdings liegen die relativen Aktivitäten für 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 Aktivität mit β-Phenylalanin generell 

deutlich höher ist, als mit β-Homoalanin. Auch zeigt der Kurvenverlauf für β-Homoalanin 

einen schärferen Peak als der für β-Phenylalanin.  
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Abbildung 26: Relative Aktivität von VboTA mit β-Phenylalanin, nach einstündiger Inkubation des Enzyms bei Temperaturen 
zwischen 20 und 90 °C. Die Probe, die bei 4 °C gelagert wurde, diente als 100 % Wert. Die Aktivitäten der übrigen Proben 
wurden in Relation zu dem 100 % Wert gesetzt. Jede Messung erfolgte in Triplikaten, die Fehlerbalken geben die 
Standardabweichung an. 

 

Die Messung der Temperaturstabilität hat ergeben, dass VboTA sehr temperaturanfällig ist. 

Schon eine Stunde bei Raumtemperatur führt zu einem Aktivitätsverlust 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 % Restaktivität (Abb. 26). 
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3.1.5. Produkt- und Eduktinhibition  

 

 

Abbildung 27: Substrat/Produkt Inhibition. Die Aktivität von VboTA bei pH 9 und 30 °C, in Anwesenheit verschiedener 
Konzentrationen von L-Glutamat (gelb), D-Glutamat (grau), α-Ketoglutarat (grün) und β-Phenylalanin (blau) wurde 
bestimmt. Die höchste Aktivität jedes Ansatzes wurde als 100 % Wert verwendet, die anderen Werte wurden in Relation 
gesetzt. Jede Messung wurde in Triplikaten durchgeführt, die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. 

 

VboTA kann sowohl durch ein Edukt (α-Ketoglutarat) als auch durch ein Produkt (L-

Glutamat) inhibiert werden (Abb. 27). Die Inhibition durch α-Ketoglutarat ist stärker als die 

von L-Glutamat. Bei der höchsten getesteten Konzentration (20 mmol L-1) hat α-Ketoglutarat 

die Aktivität von VboTA um 67,9 % gesenkt. Der inhibitorische Effekt durch L-Glutamat 

beschränkte sich auf 25,1 %. D-Glutamat zeigte keine Hemmung. Eine Edukt-Hemmung 

durch β-Phenylalanin wurde bis zu einer Konzentration von 34 mmol L-1 nicht beobachtet. 

Eine Inhibition durch das Produkt der Desaminierung von β-Phenylalanin, 3-Keto-3-

phenylpropionsäure, wurde nicht untersucht, da es nach der Desaminierung zu einer 

spontanen Decarboxylierung kommt und das Molekül somit nicht mehr für eine Inhibition 

zur Verfügung steht. 
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3.1.6. Bestimmung des Oligomerisierungsgrades von VboTA 

 

Um den Oligomerisierungsgrad von VboTA zu bestimmen, wurden zunächst die 

Retentionszeiten von Proteinen mit bekannter Größe mittels 

Größenausschlusschromatographie gemessen. Um das Säulenvolumen zu bestimmen, wurde 

Blue Dextran eingespritzt, da es einen scharfen Peak liefert. Das Eluat wurde bei 280 nm 

gemessen, da aromatische Aminosäuren bei dieser Wellenlänge absorbieren. 

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

Als nächstes wurden zwei Enzymmischungen über die Säule 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 für 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 Abhängigkeit 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 für VboTA eingesetzt, um das Molekulargewicht des 

nativen Proteins zu bestimmen. 

 

Das Einsetzen der Messwerte für den VboTA Peak in die Geradengleichung ergibt für 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 ω-Transaminasen als Dimer vorliegen [186]. 
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3.1.7. Bestimmen kinetischer Konstanten von VboTA 

 

Für die Substrate α-Ketoglutarat, β-Homophenylalanin, β-Leucin, β-Homoalanin und β-

Phenylalanin wurde der Km-Wert, Vmax, Kcat und der E-Wert bestimmt. Km und Vmax für α-

Ketoglutarat wurde mit Phenylalanin als Aminodonor bestimmt. Für die Bestimmung von 

Kcat wird von einem Dimer ausgegangen. 

 

Tabelle 19: Kinetische Konstanten von VboTA. 

Substrat Km [mmol L-1] Vmax [µmol  

min-1] 

kcat [s-1] E (kcat/Km) [L mmol-1 s-1] 

α-Ketoglutarat 2.1 ± 0.4 24.9 ± 2.0 34.2 ± 2.7 16.2 ± 1.3 

β-Homophenylalanin 0.7 ± 0.2 1.1 ± 0.05 1.6 ± 0.07 2.2 ± 0.1 

β-Leucin 44.7 ± 1.2 48.5 ± 1.2 66.5 ± 7.1 1.5 ± 0.2 

β-Homoalanin 4.4 ± 0.3 1.4 ± 0.2 2.0 ± 0.2 0.45 ± 0.05 

β-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 Umsätzen (vgl. Abb. 23 

und 24). So wird β-Leucin gefolgt von β-Phenylalanin mit der höchsten Vmax umgesetzt (Tab. 

19). Die Maximalgeschwindigkeit von α-Ketoglutarat wurde mit β-Phenylalanin bestimmt. 

Daher passen die Werte der anderen Aminodonoren nicht zu dem von α-Ketoglutarat. 
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Tabelle 20: Mit VboTA erzielte Enantiomeren-Überschüsse (ee) der angegebenen Enantiomere, sowie die 

Endkonzentrationen der verbleibenden Enantiomere nach 24 h, α-KG: α-Ketoglutarat. 

 (S)-β-

Homophenylalanin 

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

Substrat ee [%] c [mM] ee [%] c [mM] ee [%] c [mM] ee [%] c [mM] 

Pyruvat 46.7  0.9 25.7  0.1 99.9 26.2  0.2 99.9 24.8  0.7 99.9 25.6  0.6 

α-KG 61.6  1.4 25.5  0.2 56.8  0.2 25.7 0.2 65.6  0.5 25.1 0.0 62.1  2.4 25.8 0.1 

 

Bei höheren Substratkonzentrationen hat sich Pyruvat als besserer Aminoakzeptor 

herausgestellt. Nach 24 h konnte mit Pyruvat ein Enantiomeren-Überschuss von >99,9 % mit 

drei von vier Aminodonoren erreicht werden. Der höchste Überschuss mit α-Ketoglutarat 

nach dieser Zeit beträgt 65,6 %. Einzig mit β-Homophenylalanin konnte mit α-Ketoglutarat 

ein höherer Enantiomeren-Überschuss erzielt werden (61,6 ± 1,4 % statt 46,7 ± 0,9 %) (Tab. 

20). VboTA desaminiert das (R)-Enantiomer von β-Homophenylalanin und β-Homoalanin. 

Von β-Leucin und β-Phenylalanin wird das (S)-Enantiomer desaminiert. Das bedeutet, dass 

das Enzym D-spezifisch ist. 

 

3.1.8. Stabilitätstest von VboTA 

 

Zur Untersuchung der Aktivität über die Zeit bei unterschiedlichen Lagertemperaturen 

wurden Aliquots des gereinigten Enzyms mit 0, 10, 20 und 50 % v/v Glycerin versetzt und 

anschließend bei 4 und -20 °C gelagert. Über einen Zeitraum von etwa 26 Wochen wurde die 

Aktivität der Aliquots gemessen. Die Bestimmung der Aktivität wurde durch den Umsatz von 

α-Ketoglutarat bei pH 9 und 30 °C nach 30 min gemessen. Als Aminodonor diente β-

Phenylalanin. 
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Abbildung 29: Zeitverlauf der Aktivitätsabnahme von VboTA. Die Proben enthielten 0, 10, 20 und 50 % v/v Glycerin und 
wurden über mehrere Monate bei 4 °C im Dunkeln gelagert und wiederholt auf Restaktivität getestet. Dargestellt ist die 
Menge umgesetztes α-Ketoglutarat [mmol L-1] pro µg Enzym nach 30 min, mit Standardabweichung. N=3. Ab Tag 95 wurde 
für die Probe ohne Glycerin neuer Extrakt verwendet, da der alte aufgebraucht war. 

 

Der Stabilitätstest hat ergeben, dass VboTA bei 4 °C lange haltbar ist und nur langsam an 

Aktivität verliert (Abb. 29). Glycerin, das als Schutz vor dem Einfrieren bei den -20 °C Proben 

wichtig ist, scheint hier zu stören. Am besten hat der Ansatz ohne Glycerin abgeschnitten. 

Die Aktivität ist hier am höchsten und die Schwankungen sind niedriger als bei den Glycerin-

haltigen Proben. Auch die Restaktivität ist bei der Glycerin-freien Probe höher als bei den 

Glycerin-haltigen. Selbst nach 52 Tagen sind bei der Glycerin-freien Probe noch mehr als 95 

% Restaktivität zu messen. Bei den Glycerin-haltigen Proben war nach derselben Zeit 

weniger Restaktivität zu verzeichnen. Die 10 und 20 % Glycerin-Proben lieferten ein 

ähnliches Ergebnis mit 81 bzw. 84 % Restaktivität, bei Anwesenheit von 50 % Glycerin lagen 

nach 52 Tagen nur noch 79 % der Ursprungsaktivität vor. Die absoluten Aktivitäten der 

Glycerin-haltigen Proben sind ebenfalls niedriger als bei der Glycerin-freien Probe. Das lässt 

sich durch die niedrigere Enzymkonzentration erklären, da bei allen Tests 10 µl der 

Enzymlösungen eingesetzt wurden. Die Ursprungsaktivitäten der verschiedenen Ansätze 

passen zu den Konzentrationen, so hat die 10 % Glycerin-haltige Probe 90 % der 

Ursprungsaktivität der Glycerin-freien Probe, die 20 % Probe liefert etwa 80 % Aktivität der 
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unverdünnten Probe. Nur die 50 % Glycerin-Probe liefert mit 64 % Aktivität einen deutlich 

höheren Wert als zu erwarten war. 

 

 

Abbildung 30: Zeitverlauf der Aktivitätsabnahme von VboTA. Die Proben enthielten 0, 10, 20 und 50 % v/v Glycerin und 
wurden über mehrere Monate bei -20 °C im Dunkeln gelagert und wiederholt auf Restaktivität getestet. Dargestellt ist die 
Menge umgesetztes α-Ketoglutarat [mmol L-1] pro µg 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 vollständigen Aktivitätsverlust führt. Glycerin als 

Frostschutz führt dazu, dass die Aktivität lange Zeit erhalten bleibt. Wiederholtes Einfrieren 

und Auftauen hat hier keinen großen Effekt. Selbst nach etwa 26 Wochen war bei den 

Glycerin-haltigen Proben noch mehr als 50 % der ursprünglichen Aktivität vorhanden. Dabei 

scheint die Menge an zugesetztem Glycerin unerheblich zu sein, da der Trend bei allen drei 

eigesetzten Konzentrationen ähnlich ist. Die höchste Konzentration, 50 % v/v, scheint sogar 

eher hinderlich zu sein, da hier die Aktivitäten etwas niedriger sind als bei den anderen 

Konzentrationen und die Schwankungen größer 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 

Glukoselösung gefüttert. Es wurden über 10 min verteilt 23 ml der Glukoselösung 

zugegeben, das entspricht etwa 4,6 g Glukose. Dann erfolgte eine 10-minütige Pause, in der 

die Glukose verwertet werden sollte. Das Nasszellgewicht bei dem ersten Versuch betrug 

nur 24,7 g. Das könnte daran liegen, dass neben den C-Quellen auch andere Nährstoffe im 

Medium limitierend waren. 

In einer Wiederholung des Versuchs wurde das gleiche Rezept verwendet (Abb. 11). Nur das 

Medium für die Fütterung wurde geändert, 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 erhöht 

wurde. 

Mit einer Abwandlung des bisher verwendeten Rezepts wurden zwei weitere Versuche mit 

leichten Veränderungen durchgeführt (Abb. 12). Einmal in Prozesseinheit 1 (PU1) wurde die 

O2-Sättigung auf 30 % erhöht und im zweiten Ansatz in PU2 wurde der pH-Wert auf 6,5 

gesenkt. Die Fütterung 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 längere Verwertungszeit führte zu etwas höheren 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 Ansätzen etwa 600 µg 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 µg VboTA.  

 

3.1.10. Ergebnisse der Glukosemessungen 

 

Nach dem ersten Fermentationsversuch wurde die verbleibende Glukosemenge in den 

genommenen Proben bestimmt, um zu prüfen, ob die Verwertungszeit lang genug gewählt 
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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 überfüttern. Die Proben wurden vor und nach 

der Fütterung genommen, um zu vergleichen, wie hoch die Konzentration vor der Zugabe 

war und wie stark sie durch die Fütterung erhöht wurde. 

Der Test hat ergeben, dass der Glukosegehalt bei allen Proben in der Sättigung war. Die Zeit 

für die Verwertung war also deutlich zu kurz. Daher wurde die Glukose in nachfolgenden 

Fermentationsansätzen langsamer zugefüttert und die Fütterung über den 

Sauerstoffverbrauch gesteuert, da so nur zugefüttert wird, wenn die bisherige Glukose 

verbraucht ist. 

 

3.1.11. Strukturelle Vergleiche zweier Gruppen von ω-Transaminasen 

 

Es wurde untersucht, ob es konservierte Bereiche gibt, die ω-TAs wie VboTA, die 

aromatische und aliphatische Aminosäuren als Substrat akzeptieren, von anderen ω-Tas 

unterscheiden, die nur aliphatische Aminosäuren als Substrat akzeptieren. Dazu wurden 

multiple Alignments für die Sequenzvergleiche erstellt (Abb. 31, 32 + 35). Anschließend 

wurden konservierte Aminosäurereste identifiziert und in den 3D-Strukturen markiert (Abb. 

33 und 34).  

Zunächst wurden drei Sequenzen von ω-Transaminasen, die nur aliphatische Aminosäuren 

als Substrat akzeptieren, miteinander verglichen um konservierte Bereiche zu finden (Abb. 

31). 
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Abbildung 31: Alignment von ω-Transaminasen, die nur aliphatische Aminosäuren als Substrat akzeptieren. 
Aminosäurereste, die in allen Sequenzen identisch sind, sind rot gefärbt. Ausgegraute Aminosäuren markieren Stellen, an 
denen es in einer oder mehreren Sequenzen Lücken gibt. Query_10001: Sequenz von Achromobacter denitrificans [187]. 
Query_10002: Sequenz von Chromobacterium violaceum [188]. Query_10003: Sequenz von Vibrio fluvialis. [87]. 

 

Im Anschluss erfolgte ein Sequenzvergleich von vier ω-Transaminasen, die aliphatische und 

aromatische Aminosäuren umsetzen können. Auch hier wurden identische Aminosäuren 

markiert (Abb. 32). 
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Abbildung 32: Alignment von ω-Transaminasen, die sowohl aliphatische als auch aromatische Aminosäuren als Substrat 
akzeptieren. Aminosäurereste, die in allen Sequenzen identisch sind, sind rot gefärbt. Ausgegraute Aminosäuren markieren 
Stellen, an denen es in einer oder mehreren Sequenzen Lücken 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 für jede Gruppe exemplarischen Struktur markiert. 

Ein Sequenzvergleich von drei ω-Transaminasen, die nur aliphatische Substrate akzeptieren 

(Abb. 31), hat ergeben, dass diese Enzyme an 32 Stellen konservierte Aminosäuren besitzen, 

die sie von anderen ω-Transaminasen unterscheiden. Die Aminosäuren 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), I209(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 Aminosäure in dem V. fluvialis Enzym (5ZTX) an. In Klammern sind die 

entsprechenden Stellen in VboTA angegeben. Ein (-) bedeutet, dass es an dieser Stelle eine 

Lücke im Alignment gibt. Die konservierten Aminosäuren sind in Abb. 33 grau dargestellt. 

 

 

Abbildung 33: Ausschnitt der Struktur von 5ZTX [190] als ein Repräsentant für aliphatische ω-TAs. Dargestellt ist ein aktives 
Zentrum. Gelb: Monomer A, Grün: Monomer B, Orange: katalytischer Lysinrest. Aminosäuren, die in ω-Transaminasen 
konserviert sind, welche ausschließlich aliphatische Aminosäuren als Substrat akzeptieren, sind grau dargestellt und mit 
Namen und Position markiert. Diese Reste unterscheiden aliphatische ω-TAs von anderen ω-TAs. 

 

Bei den vier verglichenen ω-Transaminasen, die sowohl aromatische als auch aliphatische 

Aminosäuren als Substrat akzeptieren (Abb. 32), gibt es an 49 Stellen konservierte Reste. 

Diese Stellen unterscheiden diese Gruppe von ω-Transaminasen von denen, die nur 

aliphatische Aminosäuren 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, I392, L402 und A417. 

Die konservierten Aminosäuren 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, Grün: Monomer B, 
Orange: katalytischer Lysinrest (K266). Aminosäuren, 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 für 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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Abbildung 35: Alignment aller sieben ω-Transaminasen aus den vorherigen Vergleichen. Aminosäurereste, die in allen 
Sequenzen identisch sind, sind rot gefärbt. Ausgegraute Aminosäuren markieren Stellen, an denen es in einer oder mehreren 
Sequenzen Lücken 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 Aminosäuren (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 verändernden Aminosäuren in StoTA 

 

Eine ω-Transaminase von S. thermophilus [174] (NCBI Accession >WP_012871332.1) wurde 

verändert um ihre Aktivität zu erhöhen. Um die Aktivitätserhöhung zu erreichen wurde das 

Enzym schrittweise an ein postuliertes Motiv [184] angepasst. Das Enzym besteht aus zwei 

Monomeren mit je 446 Aminosäuren und einem Molekulargewicht von etwa 47,4 kDa. 

StoTA ist ein Homodimer. Es hat zwei aktive Zentren, in denen, wie bei anderen ω-

Transaminasen auch, jeweils ein Molekül Pyridoxalphosphat über eine Schiff´sche Base an 

einen Lysinrest gebunden ist. Dieses Lysin (K282) vermittelt dem Enzym seine katalytische 

Aktivität. 

Die Sequenz des Genes stota befindet sich im Anhang. Das Gen wurde in Form von 

Genfragmenten geliefert und vor dem Klonieren mittels PCR assembliert. Anschließend 

wurde das Fragment in den Expressionsvektor pET21b (+) überführt, damit die 

Enzymproduktion mittels Laktose oder IPTG induziert werden kann und das Enzym mit 

einem C-terminalen His-Tag versehen wird.  

 

 

Abbildung 36: Vergleich der Sequenzen von StoTA und dem potenziellen Motiv für aromatische ω-TAs [184]. Identische und 
positive (+) Reste stehen in der mittleren Zeile. Reste, die unterstrichen sind, scheinen wichtig für die ω-TA Aktivität zu sein. 
Sternchen (*) markieren Reste, die Sekundärstrukturen begrenzen. Boxen beinhalten Aminosäuren, welche ausgetauscht 
werden müssen um StoTA an das Motiv anzupassen. 
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Der Sequenzvergleich von StoTA mit dem Motiv für aromatische ω-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 

Aminosäure 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 über eine 

Wasserstoffbrücke mit dem katalytischen Lysin interagiert und dieses möglicherweise vom 

Substrat wegzieht. Außerdem 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 Aminosäure zu erhöhen. Die Nachbarschaft um das 

katalytische Lysin inklusive der Wasserstoffbrücken zwischen den Aminosäureresten 

innerhalb von 5 Å ist in Abb. 37 abgebildet. 
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Abbildung 37: Detailaufnahme des aktiven Zentrums von StoTA. Dargestellt ist die Umgebung innerhalb von 5 Å um Lysin 
282 (K282). Die gestrichelten Linien stellen Wasserstoffbrücken dar. Ebenfalls benannt sind sowohl die auszutauschenden 
Aminosäuren I283, I284 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 

 

Zunächst wurde die Aktivität der verschiedenen Varianten in einem Vortest mit Rohextrakt 

durchgeführt. Alle Produktionsstämme wurden unter gleichen Bedingungen kultiviert und 

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

DE3 produziert.  
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Abbildung 38: Aktivitäten der StoTA-Varianten. Dargestellt ist die Menge an umgesetztem β-Homophenylalanin pro Minute 
und µg Rohextrakt. Die Messungen wurden in Triplikaten durchgeführt, die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. 

 

Insgesamt wurden 17 Varianten des Enzyms erstellt, 15 im Rahmen der Motivanpassung und 

2 mit verändertem aktivem Zentrum. Von diesen Varianten weisen 7 eine erhöhte Aktivität 

mit β-Homophenylalanin auf (Abb. 38). Mit dem Wildtyp und den 7 Varianten mit höherer 

Aktivität 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. 

 

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 Größe. Klon 15 und 48 sind 
interne Bezeichnungen für die Varianten T38V (15) und N70E (48). Als positiv Kontrolle diente der Wildtyp des Enzyms. Für 
die negative Kontrolle wurde E. coli BL21DE3 mit einem pET21b (+) Vektor ohne eingefügtes ω-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 Größe. Klon 15 und 48 sind 
interne Bezeichnungen für die Varianten T38V (15) und N70E (48). Als positiv Kontrolle diente der Wildtyp des Enzyms. Für 
die negative Kontrolle wurde E. coli BL21DE3 mit einem pET21b (+) Vektor ohne eingefügtes ω-Transaminasegen 
transformiert. 

 

Die Expression und Reinigung der StoTA Varianten in E. coli BL21DE3 hat funktioniert, wie 

Abb. 39 und 40 exemplarisch für die Varianten T38V, N70E und den Wildtyp zeigen. 

 

3.2.4. Bestimmung der Aktivität und kinetischer Konstanten von StoTA 

 

Für 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 Aktivitäten in Tab. 22 angegeben. 
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Tabelle 21: Biochemische Eigenschaften von StoTA. Die Temperaturstabilität gibt die Temperatur an, bei der StoTA nach 
einstündiger Inkubation noch mehr als 80 % der Ursprungsaktivität aufweist.  

Variante pH-Optimum Temperatur-Optimum Temperatur-Stabilität 

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 

Y47T 8,0 48 °C <50 °C 

S17P|T38V|Y47T 8,0 40 °C <50 °C 

 

Tabelle 22: Die spezifischen Aktivitäten [µmol mol-1 µg-1] der Varianten für verschiedene Aminodonoren sind angegeben. β-
HF: β-Homophenylalanin, β-HA: β-Homoalanin, 4-AP: 4-Amiopentansäure, β-L: β-Leucin, β-F: β-Phenylalanin. Als 
Aminoakzeptor diente Pyruvat. N=3 

Variante β-HF β-HA 4-AP β-L β-F 

WT 0.600 ± 

0.029 

0.300 ± 

0.010 

0.125 ± 

0.015 

0.130 ± 

0.020 

0.186 ± 

0.060 

T38V 0.610 ± 

0.053 

0.251 ± 

0.015 

0.106 ± 

0.004 

0.191 ± 

0.000 

0.251 ± 

0.017 

S17P 0.591 ± 

0.035 

0.388 ± 

0.017 

0.176 ± 

0.008 

0.093 ± 

0.003 

0.234 ± 

0.003 

N70E 0.802 ± 

0.018 

0.317 ± 

0.005 

0.114 ± 

0.003 

0.379 ± 

0.001 

0.362 ± 

0.007 

S17P|T38V 3.211 ± 

0.009 

2.226 ± 

0.208 

1.146 ± 

0.037 

1.056 ± 

0.008 

1.390 ± 

0.021 

T38V|Y47T 2.305 ± 

0.026 

1.591 ± 

0.112 

0.737 ± 

0.014 

1.369 ± 

0.080 

1.227 ± 

0.025 

Y47T 3.007 ± 

0.017 

1.981 ± 

0.043 

0.871 ± 

0.168 

0.736 ± 

0.125 

1.141 ± 

0.169 

S17P|T38V|Y47T 0.869 ± 

0.016 

0.429 ± 

0.012 

0.127 ± 

0.003 

0.386 ± 

0.025 

0.342 ± 

0.033 
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3.2.5. Ergebnisse struktureller Analysen 

 

Um zu erkennen, ob strukturelle Ursachen an den Unterschieden in der Aktivität beteiligt 

sind, wurden die Strukturen der Varianten mit AlphaFold [177,178] errechnet. Zum 

Überprüfen der Qualität der Vorhersage wurde der Wildtyp in silico gefaltet und mit der 

Kristallstruktur verglichen (Abb. 41 und 42). 

 

Abbildung 41: LDDT (Local Distance Difference Test) Scores für die einzelnen Aminosäuren von StoTA, das nicht-modifizierte 
Enzym wurde gefaltet. Die schwarze Linie in der Mitte trennt die Graphen der beiden Monomere voneinander. Für die 
Sequenz wurden fünf Modelle berechnet und nach der Qualität aufgelistet (Rank 1-5). 

 

Für 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 übereinander 

gelegt, um zu prüfen, ob die Quartärstrukturen beider Varianten übereinstimmen.  
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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 Aminosäuren, die zur Anpassung an das Motiv ausgetauscht 
wurden, sind farblich (rot: Kristallstruktur, grün: 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 Aminosäuren 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 für einen Vergleich der 

Strukturen nicht essentiell, da die in silico Faltung an der Stelle eine große Unsicherheit 

aufweist (Abb. 41) und ein Vergleich somit sinnlos wäre. Da die Struktur von AlphaFold gut 

zu der Kristallstruktur passt, wurden die Varianten mit dieser Struktur verglichen. Im 

Folgenden werden die Mutanten mit Aktivitätsgewinnen 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 Aminosäuren, die zur Anpassung an das Motiv 
ausgetauscht wurden und die ursprünglichen des Wildtyps, sind farblich (rot: Kristallstruktur, grün: 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 Aminosäuren, die zur Anpassung an das Motiv 
ausgetauscht wurden und die ursprünglichen des Wildtyps, sind farblich (rot: Kristallstruktur, grün: Alpha-Fold Vorhersage) 
dargestellt. Auf eine Bezeichnung der Seitenketten wurde verzichtet, da es nicht möglich war die Abbildung so zu drehen, 
dass die Labels nicht übereinander 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 Aminosäuren, die zur Anpassung an das Motiv 
ausgetauscht wurden und die ursprünglichen des Wildtyps sind farblich (rot: Kristallstruktur, grün: 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 Aminosäuren, die zur Anpassung an das Motiv 
ausgetauscht wurden und die ursprünglichen des Wildtyps sind farblich (rot: Kristallstruktur, grün: 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 Aminosäuren, die zur Anpassung an das Motiv 
ausgetauscht wurden und die ursprünglichen des Wildtyps sind farblich (rot: Kristallstruktur, grün: Alpha-Fold Vorhersage) 
dargestellt und benannt. Auf die Bezeichnung von V38 in der Variante wurde verzichtet, da es nicht möglich war die 
Abbildung so zu drehen, dass die Label nicht übereinanderliegen. 

 

 

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 Aminosäuren, die zur Anpassung an das Motiv 
ausgetauscht wurden und die ursprünglichen des Wildtyps sind farblich (rot: Kristallstruktur, grün: Alpha-Fold Vorhersage) 
dargestellt und benannt. Auf die Bezeichnung von V38 in der Variante wurde verzichtet, da es nicht möglich war die 
Abbildung so zu drehen, dass die Label nicht übereinanderliegen. 
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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 Aminosäuren die zur Anpassung an das 
Motiv ausgetauscht wurden und die ursprünglichen des Wildtyps sind farblich (rot: Kristallstruktur, grün: Alpha-Fold 
Vorhersage) dargestellt und benannt. Auf die Bezeichnung von V38 in der Variante wurde verzichtet, da es nicht möglich war 
die Abbildung so zu drehen, dass die Label nicht übereinanderliegen. 

 

Bei den Mutanten konnten keine Unterschiede in der Faltung festgestellt werden (Abb. 43-

49). Vorausgesetzt, dass die in silico Faltung korrekt ist, können die Unterschiede in der 

Aktivität nicht auf Konformationsänderungen zurückgeführt 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 für die jeweiligen Organismen 
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vorgeschlagen werden. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation geerntet und mit einer 

Kugelmühle aufgeschlossen. Anschließend erfolgte ein Test auf ω-Transaminase-Aktivität mit 

den Rohextrakten. Nur die Extrakte von B. raffinosifermentans, B. megaterium und L. 

sphaericus zeigten Aktivität. Um zu prüfen, ob die Synthese von ω-Transaminasen durch 

Anwesenheit einer β- oder γ-Aminosäure induziert werden kann, wurden die Organismen 

noch einmal mit β-Phenylalanin und ein weiteres Mal mit γ-Aminobuttersäure im Medium 

kultiviert. Wieder wurden die Rohextrakte auf Aktivität getestet. Auch bei diesem Versuch 

zeigten nur die Extrakte von B. raffinosifermentans, P. megaterium und L. sphaericus 

Aktivität. Daher wurde nur mit diesen Organismen weitergearbeitet. 

  

3.3.2. Wachstumsversuche mit B. raffinosifermentans 

 

Zusätzlich zu den Vortests mit den Rohextrakten wurden verschiedene Wachstumsversuche 

mit B. raffinosifermentans LS3 durchgeführt, um zu testen ob die Hefe β-Aminosäuren 

verwerten kann. 

 

 

Abbildung 50: Wachstumskurven von B. raffinosifermentans LS3 in verschiedenen Medien. HMM: Hefeminimalmedium, β-
Phe: HMM, in dem 50 % des Stickstoffs von β-Phenylalanin stammt, β-HA: HMM, in dem 50 % des Stickstoffs von β-
Homoalanin stammt, 0,5 N: Hefeminimalmedium mit um 50 % reduziertem Stickstoffgehalt.  
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Die Wachstumsexperimente zeigen, dass B. raffinosifermentans β-Aminosäuren verwerten 

kann, da sowohl β-Phenylalanin als auch β-Homoalanin den Stickstoffmangel des 0,5 N 

Mediums zumindest teilweise wieder ausgleichen können. In Hefeminimalmedium (HMM) 

erreicht die Hefe eine OD600 nm von 31,2, in HMM mit halbiertem Stickstoffgehalt wird nur 

noch eine OD600 nm von 5,7 erreicht. Wird der reduzierte Stickstoffgehalt mit einer β-

Aminosäure ausgeglichen, kann B. raffinosifermentans bis auf eine OD600 nm von 17 (β-

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

 

3.3.3. Ergebnisse der Sequenzvergleiche der Bacillus-Stämme 

 

Ebenso wie bei V. boronicumulans wurde die Sequenz von StoTA mit den Einträgen 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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Abbildung 51: Vergleich LsoTA (NCBI Accession: WP_082295014.1) mit StoTA. Query: Sequenz der möglichen ω-
Transaminase von L. sphaericus. Sbjct: Sequenz der StoTA. In der mittleren Zeile sind Aminosäuren angegeben, die in beiden 
Sequenzen identisch sind, ein „+“ markiert Stellen, an denen sich Aminosäuren mit ähnlichen biochemischen Eigenschaften. 
Das rote Oval markiert das katalytische Lysin in StoTA und die Aminosäure von LsoTA an derselben Stelle. 

 

Da LsoTA ebenfalls ein Lysin an der Stelle trägt, die bei StoTA der Stelle 282 entspricht und 

auch die Umgebung um dieses Lysin der von StoTA ähnelt (Abb. 51), wurde das Gen lsota an 

das Codonusage von E. coli angepasst und ebenfalls bei Eurofins geordert. 
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Abbildung 52: Sequenzvergleich PmoTA (NCBI Accession: WP_098476556.1) mit StoTA. Query: Sequenz der möglichen ω-
Transaminase von B megaterium. Sbjct: Sequenz der StoTA. In der mittleren Zeile sind Aminosäuren angegeben, die in 
beiden Sequenzen identisch sind, ein „+“ markiert Stellen, an denen sich Aminosäuren mit ähnlichen biochemischen 
Eigenschaften. Das rote Oval markiert das katalytische Lysin in StoTA und die Aminosäure von PmoTA an derselben Stelle. 

 

Da PmoTA ebenfalls ein Lysin an der Stelle trägt, die bei StoTA K282 entspricht und auch die 

Umgebung um dieses Lysin der von StoTA ähnelt (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 für die Verwertung der β-
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Aminosäuren verwendet werden. Die Homologiesuchen verschiedener ω-Transaminasen 

(z.B. ein Enzym des Schimmelpilzes Aspergillus terreus oder einer ω-Transaminase von der 

Hefe Scheffersomyces stipitis [191,192]) gegen die Proteindatenbank von B. 

raffinosifermentans lieferte jedoch keine Treffer. Daher wurde die Datenbankeinträge einem 

hmmerscan (https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/hmmscan, HmmerWeb version 

2.41.1) unterzogen. Damit wurden sämtliche 6145 Einträge der Datenbank in Proteinfamilien 

eingeordnet. Das Enzym mit der GenBank Accession ABF58893.1 [193] wurde ebenfalls 

gescannt. Es handelt sich hierbei um eine ω-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 ω-Transaminasen. Die Accession-

Nummern dieser Proteine sind: >ARAD1C43516g (85,5 kDa, BroTA1, für Blastobotrys 

raffinosifermentans ω Transaminase 1), >ARAD1D16258g (46 kDa, BroTA2) und 

>ARAD1D29502g (45,6 kDA, BroTA3).  

Dass BroTA1 deutlich größer ist als übliche ω-Transaminasen liegt daran, dass das Enzym 

noch eine zusätzliche AAA Domäne am N-Terminus hat (Abb. 53). BroTA2 und BroTA3 haben 

nur die Aminotran_3 Domäne. 

 

 

Abbildung 53: Funktionelle Domänen in BroTA1. Start und End geben die Aminosäurenummern an, an denen die Domäne 
beginnt bzw. endet.  

 

Im nächsten Schritt wurde die Ähnlichkeit der drei potenziellen ω-Transaminasen mittels 

Sequenzalignment überprüft (Abb. 54). 
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Abbildung 54: Sequenzvergleich der potenziellen ω-TAs von B. raffinosifermentans. Query_10001: Sequenz von BroTA1. 
Query_10002: Sequenz von BroTA2. Query_10003: Sequenz von BroTA3. Aminosäuren, die in allen drei Sequenzen identisch 
sind, wurden rot gefärbt.  

 

Paarweise Sequenzvergleiche ergaben prozentuale Gemeinsamkeiten und Unterschiede 

zwischen jeweils zwei Sequenzen (Tab. 23). 

 

Tabelle 23: Homologie-Vergleiche zwischen den drei potenziellen ω-Transaminasen von B. raffinosifermentans. Angegeben 
sind der Anteil identischer (% Identities) und ähnlicher (% positives) Aminosäuren und den Lücken (% gaps) zwischen den 
verglichenen Sequenzen. 

query: subject % identities % positives % gaps 

BroTA1: 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 % ähnliche 

Sequenzabschnitte (Tab. 23). Die Anzahl an Aminosäureresten, die in allen drei Sequenzen 
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identisch sind, ist recht niedrig (Abb. 54). Das lässt vermuten, dass die Enzyme 

unterschiedliche biochemische Eigenschaften haben.  

Die Gensequenzen der potenziellen ω-Transaminasen von B. raffinosifermentans 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 

Einträge des Taxons fungi lieferte keine Treffer. Interessanterweise hat eine Homologiesuche 

mit verschiedenen ω-Transaminasen unterschiedlicher Pilze, sowohl Hefen als auch 

mycelbildender Pilze, in der Proteindatenbank von B. raffinosifermentans zu keinem 

Ergebnis geführt. 

 

3.3.5. Klonierung und Expression der potenziellen ω-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 Überhängen 

versehen, die 18 Basen lang waren. Diese Überhänge waren komplementär zu den 

Bereichen um die PacI Schnittstelle im XPLOR3® Vektor. 

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

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

  

3.3.6. Ergebnisse der Aktivitätstests 

 

Die Tests erfolgten mit gereinigten Enzymen, da unter Verwendung des Rohextrakts im 

Vortest schon qualitativ Umsätze gemessen wurden. Außerdem haben die 

Wachstumsversuche gezeigt, dass B. raffinosifermentans β-Aminosäuren verwerten kann. 

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

Aktivität dem richtigen Enzym zugeordnet werden. 

 

 

Abbildung 55: Aktivität von BroTA1 mit α-Ketoglutarat als Aminoakzeptor und β-Homophenylalanin (bHF) bzw. β-
Homoalanin (bHA) als Aminodonor bei verschiedenen pH-Werten. Dargestellt ist der prozentuale Anteil des eingesetzten α-
Ketoglutarats, der nach 75 min aminiert wurde, mit Standardabweichung. N=3. 

 

BroTA1 zeigt bei den verwendeten Bedingungen eine nur sehr geringe Aktivität mit großer 

Standardabweichung. Daher wurde das Enzym für die nächsten Tests nicht mehr verwendet 

(Abb. 55). Das Donoren-Spektrum für die Tests mit BroTA2 und BroTA3 wurde um β-Leucin 

und GABA erweitert. Das pH-Spektrum wurde ebenfalls erweitert, um zu prüfen, ob ein 

niedrigerer pH-Wert zu höheren Umsätzen führt.  
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Abbildung 56: Aktivität von BroTA2 mit α-Ketoglutarat als Aminoakzeptor und β-Homophenylalanin (bHF), β-Homoalanin 
(bHA), γ-Aminobuttersäure (GABA) und β-Leucin (bL) als Aminodonor bei verschiedenen pH-Werten. Dargestellt ist die 
Menge an umgesetztem α-Ketoglutarat nach 75 min in % vom eingesetzten α-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 könnten möglicherweise dazu beitragen bessere Umsätze zu 

erzielen. 
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Abbildung 57: Aktivität von BroTA3 mit α-Ketoglutarat als Aminoakzeptor und β-Homophenylalanin (bHF), β-Homoalanin 
(bHA), γ-Aminobuttersäure (GABA) und β-Leucin (bL) als Aminodonor bei verschiedenen pH-Werten. Dargestellt ist die 
Menge an umgesetztem α-Ketoglutarat nach 75 min in % vom eingesetzten α-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 bezüglich des pH-Werts lässt sich hier nicht erkennen. Es 

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

Die ersten Versuche mit den Enzymen von B. raffinosifermentans zeigen geringe Aktivität 

(Abb. 55-57). Möglicherweise kann die Aktivität 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 höchste Aktivität aufweist. 

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

verwendeten β- und γ-Aminosäuren keine Aktivität.  
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4. Diskussion 

 

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

 

Um neue ω-Transaminasen für die Produktion verschiedener β- und γ-Aminosäuren oder 

anderen Aminen zu erhalten, wurden drei Ansätze verfolgt. Im ersten Ansatz wurde 

einschlägige Literatur nach potenziellen Produzenten von ω-Transaminasen durchsucht. 

Dabei hat sich V. boronicumulans als vielversprechender Kandidat herausgestellt. V. 

boronicumulans ist ein gramnegatives, stäbchenförmiges 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 LD50 für Ratten entspricht [194]. Die Proteinsequenzen 

von V. boronicumulans sind bei NCBI verfügbar. Daher konnten alle Proteine dieser Art mit 

einer bekannten ω-Transaminase (StoTA) und einem potenziellen Motiv für aromatische ω-

Transaminasen verglichen werden. Das Protein, das die höchste Homologie zu der Sequenz 

von StoTA hat, war zu Beginn dieser Arbeit noch als „putative protein“ gelistet, während der 

Arbeit wurde es durch die procaryotic genome annotation pipeline (pgap) [195,196] in silico 

als „aminotransferase class III-fold pyridoxal phosphate-dependent enzyme“ klassifiziert. Für 

die Richtigkeit dieser theoretischen Vorhersage liegen nun durch die vorliegende Arbeit auch 

experimentelle Beweise vor. 

Das Motiv für aromatische ω-Transaminasen [184] passt zu der Sequenz von VboTA (vgl. 

Abb. 18 Kapitel 3). Die Aktivitätsversuche haben ergeben, dass VboTA tatsächlich eine ω-

Transaminase ist, wodurch die theoretische Vorhersage experimentell bestätigt werden 

konnte. Zusätzlich wurde festgestellt, dass das Substratspektrum des Enzyms nicht auf 

aromatische β-Aminosäuren beschränkt ist. Die verzweigte Aminosäure β-Leucin wird sogar 

am besten umgesetzt, während β-Homophenylalanin, eine aromatische Aminosäure, am 

langsamsten umgesetzt wird. Die Fähigkeit, nur aromatische β-Aminosäuren umzusetzen, 

scheint selten zu sein. Die beschriebenen Enzyme, die aromatische β-Aminosäuren 

umsetzen, können auch aliphatische und verzweigte β-Aminosäuren 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 Aminosäuren desaminieren. 

Auf der anderen Seite sind einige ω-Transaminasen beschrieben, die nur aliphatische β- oder 

γ-Aminosäuren umsetzen, aber keine aromatischen Aminosäuren. Beispiele hierfür sind bei 

Achromobacter denitrificans [187], Chromobacterium violaceum [188,197] oder Vibrio 

fluvialis [87] zu finden. Möglicherweise haben die weniger substratspezifischen Enzyme eine 

größere o-Tasche, in der die Seitenketten der Aminosäuren gebunden werden. Dadurch 

wären diese Enzyme in der Lage, sowohl Aminosäuren mit kleinen Seitenketten, als auch 

welche mit sperrigen Seitenketten zu binden. Eine weitere mögliche Erklärung ist, dass es in 

der o-Tasche flexible Reste gibt, die die Tasche je nach Platzbedarf des Substrates 

vergrößern oder verkleinern, indem sie in die Tasche hineinreichen oder aus ihr 

herausklappen. Einen ähnlichen Mechanismus zur Substratbindung bildet das sogenannte 

„flipping arginine“. Dieses Arginin kann in die Bindetasche hineinreichen oder 

herausklappen, dadurch ändert sich die Größe 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 ω-Transaminase von V. fluvialis mit der RCSB Accession 5ZTX gestützt (Abb. 

59). Der Vergleich zeigt, dass das substratbindende Arginin in VboTA (R40) mit einem 

Glutamat (E74) interagiert. Beide Aminosäuren befinden sich in der Nähe 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. Außerdem 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 Begründung für das engere 

Substratspektrum sein könnte. 
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Abbildung 58: Sequenzvergleich von VboTA (Query_10001) und 5ZTX (Query_10002). Die roten Ovale markieren die Reste, 
deren Seitenketten in Abb. 59 dargestellt sind. Aminosäurereste, die in beiden Sequenzen identisch sind, sind rot gefärbt. 
Ausgegraute Aminosäuren markieren Stellen, an denen es in einer der Sequenzen Lücken 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 Aktivität von 0,82 µmol min-1 mg-1 mit β-Phenylalanin als 

Aminodonor und α-Ketoglutarat als Akzeptor. Das ist ein relativ hoher Wert. Im Vergleich 

dazu hat StoTA nur eine spezifische Aktivität von 0,29 µmol min-1 mg-1 mit β-Phenylalanin, 

allerdings mit Pyruvat als Akzeptor anstelle von α-Ketoglutarat. Auch mit aliphatischen 

Substraten ist VboTA mit einer spezifischen Aktivität 0,65 µmol min-1 mg-1 mit β-Homoalanin 

aktiver als StoTA mit 0,36 µmol min-1 mg-1. Von Polaromonas sp. JS666 [158] ist eine ω-

Transaminase (PoωTA) beschrieben, die eine noch höhere Aktivität als VboTA aufweist. Es 

wurde für PoωTA ein Km-Wert von 0,83 mmol L-1 für β-Phenylalanin und 47,4 mmol L-1 für 

Pyruvat bestimmt. Weitere Werte sind nicht angegeben. VboTA hat dagegen einen Km-Wert 

für β-Phenylalanin von 30,6 mmol L-1. Für Pyruvat wurde der Wert nicht bestimmt.  

In der kinetischen Auflösung erreicht VboTA sehr hohe Enantiomeren-Überschüsse, teils 

>99,9 %. Diese hohen Werte wurden mit β-Leucin, β-Homoalanin und β-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-Selektivität des 

Enzyms. Einzig mit β-Homophenylalanin konnte ein so hoher Überschuss nicht erreicht 

werden. Da β-Homophenylalanin aber die Aminosäure mit der langsamsten Umsatzrate von 

allen getesteten ist, kann es sein, dass die Zeit nicht für einen vollständigen 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-

Überschüsse mit Pyruvat als Akzeptor erreicht. Mit α-Ketoglutarat wurden deutlich 

niedrigere Werte erzielt, obwohl es in kleinerem Maßstab der bessere Akzeptor war. Das 

liegt wahrscheinlich daran, dass die Substratkonzentrationen höher waren, was im Falle von 

α-Ketoglutarat zu einer Edukt-Inhibition führt. Außerdem führt das entstehende Glutamat 

ebenfalls zu einer Inhibition. Die Tatsache, dass Pyruvat in größerem Maßstab der bessere 

Akzeptor ist, macht das Enzym interessant für biotechnologische Anwendungen, da Pyruvat 

günstiger ist als α-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 ω-

Transaminasen passt. Die abweichenden Werte können unter Anderem durch starke 

Temperaturunterschiede im Labor zwischen den beiden Messungen erklärt werden. Zum 

einen verändert sich so eventuell das Bindeverhalten des Enzyms an der Säule. Außerdem ist 

es möglich, dass VboTA, trotz gekühltem Transport, während der Probenvorbereitung 

zumindest teilweise in Monomere zerfallen ist. 

Das Enzym VboTA ist einem Enzym von V. paradoxus (RCSB Eintrag 4AOA) sehr ähnlich. Die 

Sequenzen haben zu 86 % gleiche Aminosäuren an gleichen Stellen. Werden Reste mit 

ähnlichen biochemischen Eigenschaften berücksichtigt, beträgt die Ähnlichkeit sogar 92 %. 

Trotz der sehr hohen Homologie haben die Enzyme unterschiedliche Eigenschaften. So 

desaminiert VboTA die Substrate bei einem Temperaturoptimum von 32 °C, während das 

Enzym von V. paradoxus (VpAT) das Optimum bei 55 °C hat [184]. Bei dieser Temperatur 

verliert VboTA schon nach kurzer Zeit die Aktivität. Die niedrigere Optimaltemperatur macht 

VboTA für biotechnologische Prozesse interessant. Des Weiteren ist das Substratspektrum 

von VboTA größer. Zwar setzt VpAT neben β-Phenylalanin auch β-Leucin um, aber mit 48 % 
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der Geschwindigkeit, mit der β-Phenylalanin umgesetzt wird. VboTA kann beide Substrate 

mit ähnlicher Geschwindigkeit umsetzen. Neben diesen recht großen Substraten kann VboTA 

auch die kleinere β-Aminosäure β-Homoalanin mit 80 % der Umsatzgeschwindigkeit von β-

Phenylalanin umsetzen. Diese Aminosäure wird von VpAT quasi nicht als Substrat akzeptiert. 

Hier wurde nur 1 % der Umsatzgeschwindigkeit mit β-Phenylalanin gemessen. Beiden 

Enzymen gemein ist der breite pH-Bereich, in dem sie aromatische β-Aminosäuren 

umsetzen. VpAT zeigt in einem pH-Bereich von 4 - 11,2 Aktivität, während VboTA von pH 3-

11 aktiv ist. Im pH-Bereich von 6 – 10 zeigt VboTA über 80 % Aktivität, das Optimum mit 100 

% Aktivität liegt bei pH 9, wenn ein Kaliumborat-Puffer verwendet wird. Unter Verwendung 

eines Carbonatpuffers mit pH 9 ist die Aktivität deutlich niedriger. Sie beträgt dann nur noch 

37,8 ± 2,9 % der Aktivität mit dem Boratpuffer. Das lässt auf eine Anpassung des Enzyms an 

eine Borat-haltige Umgebung schließen. Diese Schlussfolgerung passt zu der Tatsache, dass 

V. boronicumulans Borat-haltige Lebensräume besiedelt und sogar Borat in der Zelle 

akkumuliert [100].  

V. boronicumulans muss noch weitere Enzyme zum Umsatz von nicht-proteinogenen 

Aminosäuren haben, da der Vortest mit dem Rohextrakt von V. boronicumulans ergeben hat, 

dass auch 4-Aminopentansäure desaminiert werden kann. VboTA ist dazu allerdings nicht in 

der Lage. Daher ist dieser Organismus ein vielversprechender Donor für weitere ω-

Transaminasen. Ein weiterer Hinweis auf das Vorhandensein anderer ω-Transaminasen ist 

die Tatsache, dass VboTA nicht in der Lage ist, GABA oder β-Alanin umzusetzen. Diese 

Aminosäuren sind allerdings Vorläufermoleküle für Bestandteile der Zelle. So ist β-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 möglich, dass VboTA zur 

Erschließung neuer Stickstoffquellen genutzt wird. Die Reispflanzen exportieren β-

Phenylalanin in ihre Rhizosphäre um andere Pflanzen am Wachstum zu hindern. Es ist 

möglich, dass V. boronicumulans dieses β-Phenylalanin mittels VboTA als Stickstoffquelle 

nutzt. Eine andere Aufgabe für VboTA im Stoffwechsel von V. boronicumulans könnte in der 

Bereitstellung von β-Phenylalanin für die Produktion von Antibiotika darstellen. Das 

Antibiotikum Hitachimycin enthält einen β-Phenylalaninrest [199], daher ist es denkbar, dass 
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V. boronicumulans dieses oder ein ähnliches Antibiotikum produziert um sich gegen 

Konkurrenten durchzusetzen. 

Die Produktion von VboTA im Fermenter hat zu kontinuierlich höheren Ausbeuten geführt. 

Interessant ist, dass die Kultivierung im Autoinduktionsmedium zu der höchsten Ausbeute 

führte, sowohl was die Masse an Zellen, als auch die Menge VboTA pro g Zellpellet angeht, 

obwohl es die niedrigste Menge an Glukose enthielt. Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass 

die im Medium verbleibende Menge an Glukose zu hoch war und so zu einer Inhibition des 

Wachstums und der Proteinproduktion führt. Wiederholungen der Fermentationen mit 

deutlich längeren Verwertungszeiten könnten zeigen, ob die niedrigeren Ausbeuten durch 

eine Hemmung durch die hohen Glukose-Konzentrationen verursacht wurden. Die hohen 

Glukose-Konzentrationen können zu einem Overflow-Metabolismus führen. Das ist ein 

Schutzmechanismus bei zu hohem Nährstoffangebot. 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 höher als 

0,8 ist, führt dazu, dass die bei der Atmung freigesetzte Energie nicht mehr in Form von ATP 

gebunden werden kann und als Wärme freigesetzt wird. Das würde zu Zellschäden führen. 

Hohe Konzentrationen von Acetat im Medium sind allerdings auch toxisch für die E. coli 

Zellen [200]. Die zu hohe Glukosemenge kann auch die im Vergleich zu anderen 

Fermentationen von E. coli niedrigen Pelletmassen erklären. Es wurden deutlich höhere 

Zellausbeuten berichtet. So haben Matsui et al. eine Trockenmasse von 134 g L-1 mit E. coli 

K12 erreicht [201]. Märkl et al. berichten sogar von 174 g L-1 Trockenmasse. Hier wurde 

allerdings ein Dialysereaktor verwendet, bei dem über eine Membran frisches Medium 

zugegeben wurde und Hemmstoffe über die Membran aus der Kultur heraus diffundieren 

können [202].  

 

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

 

Die StoTA-Variante, bei der Asparagin 70 durch Glutamat ausgetauscht wurde, hat beim 

Umsatz von γ-Aminosäuren an Aktivität verloren. Das lässt vermuten, dass N70 für deren 

Umsatz wichtig ist. Die Struktur von StoTA ist der von VboTA recht ähnlich (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, γ-

Aminosäuren umzusetzen, unterstreicht die Wichtigkeit von Asparagin für den Umsatz von γ-

Aminosäuren an dieser Stelle. N70 in StoTA bzw. E74 in VboTA liegen sowohl in der Nähe der 

p-Tasche als auch in Nachbarschaft zu dem katalytischen Lysinrest (Vergrößerung in Abb. 

60). Da die Carboxylgruppe des Substrates in der p-Tasche gebunden wird, ist es möglich, 

dass die Seitenketten von Asparagin bzw. Glutamat mit der Aminogruppe wechselwirken. 

Zwischen Asparagin und der γ-Aminogruppe des Substrates könnte es zu Abstoßungen 

aufgrund gleicher Ladung kommen, wodurch die Aminogruppe in Richtung des katalytischen 

Lysins gedrückt wird, welches zu dem Zeitpunkt des Reaktionszyklus desaminiert vorliegt, in 

dem die Aminosäure als Substrat gebunden wird. Bei Glutamat ist es genau anders herum. 

Da könne es zu einer Anziehung kommen, die die γ-Aminogruppe von dem Lysin wegzieht, 

weswegen es zu keiner Desaminierung von γ-Aminosäuren kommen kann. Es wäre 

interessant, in einer weiterführenden Arbeit eine E74N Mutante von VboTA zu erstellen, um 

zu überprüfen, ob das Enzym dann in der Lage ist, γ-Aminosäuren 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 Vergrößerung (rechts) ist zu sehen, dass sich N70 und E74 in der 
Nähe 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 großen Unterschiede in den Aktivitäten der StoTA Mutanten sind bei den 

Varianten, die an das Motiv angepasst wurden, nicht darauf zurückzuführen, dass sich die 

ausgetauschten Aminosäuren 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 

Außenseite 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 könnte sein, dass T38 

am Eintritt des Substrates in das aktive Zentrum beteiligt ist und so einen Einfluss auf die 

Aktivität nimmt. Eine ähnliche Vermutung wurde nach einer Untersuchung bislang 

unbeschriebener ω-Transaminasen von Mesorhizobium loti aufgestellt. In der Arbeit wurden 

10 Proteine mit ähnlicher Sequenz als ω-Transaminase vorhergesagt. Alle Vorhersagen 

waren zutreffend, die Proteine unterschieden sich nur an wenigen Aminosäureresten, die 

ebenfalls nicht im aktiven Zentrum lagen, aber am Eingang zu diesem. Auch diese Enzyme 

unterschieden sich stark in der Aktivität mit den verwendeten Substraten [182]. Die 

Erklärung dafür sollen Unterschiede in der Hydrophobizität des Eingangsbereichs sein. Von 

zweien der Enzyme sind die Oberflächenstrukturen des Eingangs in das aktive Zentrum 

abgebildet (Abb. 61). 
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Abbildung 61: Vergleich der Hydrophobizität der Eingänge zweier ω-Transaminasen von M. loti. Rot zeigt eine negative, blau 
eine positive Ladung an. Weiße Flächen sind neutral. A: Ladungskarte von mll1632, B: Ladungskarte von mll3663. Abbildung 
modifiziert nach [182]. 

 

Der Eingang von mll1632 ist hydrophiler als der von mll3663 (Abb. 62) [182]. Das könnte 

einen Einfluss auf die Löslichkeit der Substrate haben und somit in einem Unterschied in der 

Aktivität resultieren. So zeigt das Enzym mll1632 deutlich geringere Aktivität mit 

aromatischen Aminen als mll3663. Dafür ist es in der Lage β-Homoalanin umzusetzen, wozu 

mll3663 nicht in der Lage ist. Ein ähnlicher Effekt könnte die Aktivitätsunterschiede in den 

StoTA Mutanten erklären. Im Folgenden werden die Oberflächenkarten der vier 

Einfachmutanten von StoTA mit dem Wildtyp verglichen. Dadurch sollen Unterschiede in der 

Polarität oder der Hydrophobizität zwischen den Varianten aufgedeckt werden. Diese 

könnten die Aktivitätsunterschiede erklären. 
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Abbildung 62: Unterschiede zwischen der Elektrostatik und der Hydrophobizität nach dem Aminosäureaustausch N70E. Die 
Beschriftung gibt das Monomer, die Bezeichnung der Aminosäure und die Position, an der die Aminosäure liegt, an. Oben: 
Elektrostatik in der Umgebung um N70 (WT, links) und der Mutante E70 (rechts). Die grünen Linien markieren die Grenze der 
Umgebung. Eine blaue Färbung bedeutet, dass der Bereich eine positive Ladung (basisch) trägt, rot markiert eine negative 
Ladung (sauer). Weiße Flächen sind ungeladen. Unten: Hydrophobizität der Umgebung um N70 (WT, links) und der Mutante 
E70 (rechts). Die grünen Linien markieren die Grenze der Umgebung. In Cyan gefärbte 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 können. Abb. 62 zeigt, dass die Umgebung um Position 70 im Wildtyp stärker 

elektrostatisch geladen ist und dadurch auch hydrophiler ist. In Abb. 60 ist die Lage von N70 

im Innern des Enzyms zu sehen. In der Vergrößerung 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, könnte 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 könnte das Arginin sein, 

das die Carboxylgruppe der Substrate bindet. Ein Austausch der positiven Ladung des 

Asparagins durch die negative Ladung des Glutamats (N70E) dürfte die Position von R36 

ändern, da es statt zu einer Abstoßung zu einer Anziehung kommt. Eine Positionsänderung 

von R36 kann den Aktivitätsverlust mit 4-Aminopentansäure erklären, da es möglich ist, dass 
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die Aminogruppe der γ-Aminosäure nun nicht mehr nah genug an K282 kommt, um den 

nucleophilen Angriff zu ermöglichen. In [184] wird postuliert, dass ein Glutamat-Arginin Paar 

für die Umsetzung von β-Aminosäuren notwendig ist. Dieses Modell muss erweitert werden, 

da StoTA ebenfalls in der Lage ist, β-Aminosäuren umzusetzen, an der entsprechenden Stelle 

aber ein Asparagin-Arginin Paar besitzt. Scheinbar wird das aktive Zentrum einer ω-

Transaminase durch einen Asparaginrest anstelle eines Glutamatrestes flexibler und dadurch 

in die Lage versetzt, auch γ-Aminosäuren 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 sämtlicher Arginin Reste sind dargestellt und Namen und Positionsangaben versehen. Arginin 139 ist Teil von 
Monomer A, die übrigen markierten Aminosäuren liegen auf Monomer B. 

 

Diese Theorie wird dadurch gestützt, dass es in VboTA eine ähnliche Struktur gibt. Auch hier 

interagiert ein Arginin, das sich an ähnlicher Stelle befindet wie R36 in StoTA, mit dem 

Glutamat an Position 74 (Abb. 64). Das R36 in StoTA wird als „flipping arginine“ bezeichnet, 

welches dafür verantwortlich ist, dass einige ω-Transaminasen ein breites Substratspektrum 

haben. Eine R36A Mutante von StoTA verlor 50 % der Aktivität mit β-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 Erklärung für das unterschiedliche Reaktionsverhalten mit γ-Aminosäuren ist, 

dass Glutamat negativ geladen ist, während Asparagin eine positive Ladung trägt. Dadurch 

kommt es zu unterschiedlichen Interaktionen mit dem Substrat. Da die Kohlenstoffatome, an 

die in Aminosäuren die Aminogruppe gebunden sind, aufgrund des starken -I Effekts der 

Aminogruppe eine positive Partialladung tragen, kann es durch die positive Ladung des 

Asparagins zu einer Abstoßung kommen, die das Substrat in die richtige Position drückt. 

Diese Partialladung wird vom Glutamat angezogen, wodurch die γ-Aminosäure nicht richtig 

gebunden und so nicht richtig umgesetzt wird. Diese Anziehung bzw. Abstoßung kann bei β-

Aminosäuren aufgrund des kürzeren Abstands zwischen der Aminogruppe und der 

Carboxylgruppe eine untergeordnete Rolle spielen, da beide Varianten β-Aminosäuren 

umsetzen können. 

 

 

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 sämtlicher Arginin-Reste sind dargestellt und mit Namen sowie Positionsangaben versehen. 
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Abbildung 65: Unterschiede zwischen der Elektrostatik und der Hydrophobizität nach dem Aminosäureaustausch S17P. Die 
Beschriftung gibt das Monomer, die Bezeichnung der Aminosäure und die Position, an der die Aminosäure liegt, an. Oben: 
Elektrostatik in der Umgebung um S17 (WT, links) und der Mutante P17 (rechts). Die grünen Linien markieren die Grenze der 
Umgebung. Eine blaue Färbung bedeutet, dass der Bereich eine positive Ladung (basisch) trägt, rot markiert eine negative 
Ladung (sauer). Weiße Flächen sind ungeladen. Unten: Hydrophobizität der Umgebung um S17 (WT, links) und der Mutante 
P17 (rechts). Die grünen Linien markieren die Grenze der Umgebung. In Cyan gefärbte 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 Aminosäure an Position 17 beim 

Wildtyp stärker 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 Aktivität des Wildtyps unterscheidet. Einige 

Substrate werden etwas schlechter umgesetzt, einige etwas besser. 
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Abbildung 66: Unterschiede zwischen der Elektrostatik und der Hydrophobizität nach dem Aminosäureaustausch T38V. Die 
Beschriftung gibt das Monomer, die Bezeichnung der Aminosäure und die Position, an der die Aminosäure liegt, an. Oben: 
Elektrostatik in der Umgebung um T38 (WT, links) und der Mutante T38V (rechts). Die grünen Linien markieren die Grenze 
der Umgebung. Eine blaue Färbung bedeutet, dass der Bereich eine positive Ladung (basisch) trägt, rot markiert eine 
negative Ladung (sauer). Weiße Flächen sind ungeladen. Unten: Hydrophobizität der Umgebung um T38 (WT, links) und der 
Mutante T38V (rechts). Die grünen Linien markieren die Grenze der Umgebung. In Cyan gefärbte 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, während die Mutante neutral ist. Bei der 

Hydrophobizität ist der Unterschied deutlicher ausgeprägt, 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 dürften sich die Unterschiede in 

der Hydrophobizität auch auf die Aufnahme der Substrate in das aktive Zentrum auswirken. 

Was auch erklärt, 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 Hydrophobizität nach dem Aminosäureaustausch Y47T. Die 
Beschriftung gibt das Monomer, die Bezeichnung der Aminosäure und die Position, an der die Aminosäure liegt, an. Oben: 
Elektrostatik in der Umgebung um Y47 (WT, links) und der Mutante Y47T (rechts). Die grünen Linien markieren die Grenze 
der Umgebung. Eine blaue Färbung bedeutet, dass der Bereich eine positive Ladung (basisch) trägt, rot markiert eine 
negative Ladung (sauer). Weiße Flächen sind ungeladen. Unten: Hydrophobizität der Umgebung um Y47 (WT, links) und der 
Mutante Y47T (rechts). Die grünen Linien markieren die Grenze der Umgebung. In Cyan gefärbte Bereiche sind hydrophil, 
gelbe Bereiche sind hydrophob. Die Werte sind dimensionslos. 

 

Bezüglich Elektrostatik und Hydrophobizität 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 Interaktionsfläche zwischen den beiden Monomeren der Enzyme. 

Möglicherweise hat der Austausch von Tyrosin gegen Threonin einen Einfluss auf die Bildung 

des Holoenzyms und daher einen Einfluss auf die Aktivität. 

Die Darstellung der Zwei-, Drei- oder Vierfachmutanten in einer Abbildung war nicht 

möglich, da die Positionen, an denen Aminosäuren ausgetauscht wurden, an verschiedenen 

Stellen des Enzyms liegen, so dass in der Darstellung der Oberflächenkarten wie in den Abb. 

62 und 65-67 immer nur eine ausgetauschte Aminosäure gut sichtbar ist. Daher wurde auf 

die Darstellungen verzichtet. Aufgrund der Entfernung der Aminosäuren zueinander ist eine 

direkte Interaktion der ausgetauschten Aminosäurereste mit ziemlicher Sicherheit 

auszuschließen. So liegt zum Beispiel S17 auf der Außenseite des Enzyms, während T38 im 
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Eingang in das aktive Zentrum liegt (Abbildungen 44 und 45). S17P und T38V alleine haben 

nur einen minimalen Aktivitätsgewinn bei wenigen Substraten. Die Doppelmutante, die 

beide Austausche enthält, zeigt dagegen den höchsten Aktivitätsgewinn aller Varianten bei 

vier von fünf Aminodonoren. Bei dem fünften Donor hat S17P|T38V immer noch die 

zweithöchste Aktivität aller Enzymvarianten. Die Unterschiede in den Aktivitäten der 

verschiedenen Mutanten müssen noch andere Gründe als veränderte Hydrophobizität bzw. 

Partialladungsverteilungen der Enzymoberfläche haben. In zukünftigen Untersuchungen 

muss noch ermittelt werden, warum die Einzelmutanten S17P und T38V nur einen sehr 

kleinen Effekt haben, während die Doppelmutante S17P|T38V einen sehr großen Effekt hat, 

obwohl beide Austauschstellen nicht in Verbindung zueinanderstehen. Interessant ist, dass 

sich die Doppelmutante T38V|Y47T anders verhält. Sie hat zwar im Vergleich zum Wildtyp 

eine deutlich erhöhte Aktivität, aber die Einzelmutante Y47T ist mit den Aminodonoren β-

Homophenylalanin, β-Homoalanin und 4-Aminopentansäure aktiver. Nur mit β-Leucin und β-

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 ω-Transaminasen identifiziert 

wurden, zeigen unter den ersten Testbedingungen nur relativ wenig Aktivität mit den 

getesteten β-Aminosäuren und GABA. Da B. raffinosifermentans aber, wie durch die 

Wachstumsversuche (vgl. Abb. 50, Seite 89) gezeigt, durchaus in der Lage ist, diese β-

Aminosäuren zu verwerten, müssten in zukünftigen Versuchen die Reaktionsbedingungen 

für den Aktivitätstest verändert werden, um zu prüfen, welche speziellen Parameter 

besonderen Einfluss auf die Aktivität während der Messung haben. Hier böte sich eine 

Änderung des pH-Werts an oder ein Temperaturwechsel. Die Versuche mit VboTA haben 

ergeben, dass auch ein anderer Aminoakzeptor zu einer Erhöhung der Aktivität führen 

könnte. Ein Wechsel von Oxalacetat zu α-Ketoglutarat hat dort bei einigen Akzeptoren etwa 

eine Verdopplung der spezifischen Aktivität gebracht. Die gewählten Bedingungen 

(Temperatur, pH-Wert) ähnelten denen der Kultivierung von B. raffinosifermentans. Daher 

wurden sie für den ersten Test verwendet. Es besteht auch die Möglichkeit, dass B. 
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raffinosifermentans nur über schwach aktive ω-Transaminasen verfügt und der Abbau der β-

Aminosäuren in den Wachstumsversuchen nicht über solche Enzyme verlief. Es ist bekannt, 

dass einige Pflanzen, z.B. einige Kultivare von Oryza sativa, β-Aminosäuren durch 

Aminomutasen herstellen [21,23,203]. Diese Enzyme verschieben die Aminogruppe von der 

α-Position in die β-Position oder zurück. Möglicherweise besitzt B. raffinosifermentans 

ebenfalls solche Mutasen, die β-Aminosäuren in ihre α-Aminosäureanaloga umwandeln, 

welche dann über die Standardstoffwechselwege verwertet und als Stickstoffquelle 

verwendet werden können. Wachstumsversuche mit B. raffinosifermentans Mutanten, bei 

denen eine oder mehrere der potenziellen ω-Transaminasen ausgeschaltet sind, würden 

Klarheit darüber bringen, ob diese Enzyme an der Verwertung der β-Aminosäuren beteiligt 

sind. Falls B. raffinosifermentans ohne eines oder mehrere dieser Proteine nicht mehr mit β-

Aminosäuren als N-Quelle wachsen kann, wäre das ein Hinweis darauf, dass es sich bei 

diesen Enzymen tatsächlich um ω-Transaminasen handelt. Falls diese B. raffinosifermentans 

Mutanten weiterhin gut auf den β-Aminosäuren wachsen können, kann eine Beteiligung 

dieser drei Proteine am Abbau von β-Aminosäuren ausgeschlossen werden. 

Ebenfalls zu erwähnen ist, dass die potenziellen ω-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 Einträge für das Reich der Pilze lieferte keine 

Proteine mit ähnlicher Sequenz.  

Eine Besonderheit von BroTA1 ist, dass sie die einzige der drei potenziellen ω-Transaminasen 

von B. raffinosifermentans ist, die noch einer weiteren Pfam mit der Nummer PF13500.6 

zugeordnet wurde. Dass sie diese Pfam enthält, eine AAA Domäne, erklärt, warum BroTA1 

mit 85,5 kDa etwa 40 kDa größer ist als andere ω-Transaminasen. Diese zusätzliche Domäne 

könnte durch Genfusion im Laufe der Evolution von B. raffinosifermentans entstanden sein 

und die niedrige Aktivität erklären. Möglicherweise hat sich durch diese Fusion eine sehr 

spezielle Funktion herausgebildet und die Vielseitigkeit, wie sie viele ω-Transaminasen 

aufweisen, ging verloren. 
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5. Zusammenfassung 

 

Insgesamt waren die drei bearbeiteten Ansätze zur Identifikation und anschließenden 

Modifikation von ω-Transaminasen erfolgreich. Die Literaturrecherche gekoppelt mit einer 

Datenbanksuche führte zu einer bis dahin nur theoretisch vorhergesagten ω-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 bezüglich 

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 verändern. Hier wurden sieben 

Varianten erstellt, die eine höhere Aktivität aufweisen als das Wildtypenzym. Vor allem die 

Mutanten Y47T, S17P|T38V und T38V|Y47T haben stark erhöhte Aktivitäten bei ähnlicher 

Temperaturstabilität. Diese Varianten setzen β-Homophenylalanin je nach Variante etwa 4-

6-mal schneller um als der Wildtyp. Außerdem hat sich herausgestellt, dass das Motiv, das 

ursprünglich für die Vorhersage aromatischer ω-Transaminasen verwendet werden sollte, 

nicht nur auf aromatische ω-Transaminasen passt, da sowohl VboTA als auch StoTA neben 

aromatischen Aminosäuren auch aliphatische Substrate akzeptieren. Die erhöhte Aktivität 

zusammen mit dem breiten Substratspektrum macht die Varianten interessant für 

biotechnologische Prozesse.  

 

Auch die vollständige Durchmusterung der Stammsammlung durch Enzymaktivitätstests war 

erfolgreich. Es konnten drei potenzielle ω-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. Ähnlich verhält es sich mit LsoTA und PmoTA. 

Diese Proteine sind der bekannten ω-Transaminase StoTA ähnlich, doch konnte mit den zur 

Verfügung stehenden Substraten keine Aktivität festgestellt werden. Auch hier bedarf es 
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zusätzlicher Versuche mit weiteren Substraten, um nachzuweisen, ob es sich tatsächlich um 

ω-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
CCCGCCCTACGCGGCCCGGGGCCGTGGCGCGGTTATCGTCGATGCCGACGGGGAGGAACGGCTCG
ACTTCGTCAATAACTACACCGCGCTCATCCACGGCCACGCCGACCCGGACATCAACGAGGCGGTCAT
CCGCCAGCTCGCGGACGGCGTGGCCTTCGCGATGCCGACCGAACACGAGATCGCCCTCGCGGAGCT
GCTCACGGAGCGCGTGCCGTCGCTGCAGCAGGTGCGCTTCACCAACTCTGGTACCGAGGCGGTGAT
GATGGCGATCAAGGCGGCGCGCGCTTACACGGGTCGGCCGCGGATCGCGAAGTTCGACGGCTGCTA
CCACGGTTCCTACGACTTCGCAGAGGTGAGCACGCAGTCCAGTGGGAAACCCGGGGAAGACGGGTT
CCCTGTGGCGACGCCGTACACCGGCGGCACACCTCAGGCAGTGCTGGACTCGGTGGTGGTCCTCCCC
TTCAACGACATCGACGGGACCGAGCGGCTGATCGAGCAGCACCGGGACGAGCTGGCGGCGGTGCT
GATCGACCCGAACCCGCGCAGCCTCGGGCTGTACCCGGCCGAACCGGCATTCCTCCAGCGGCTGCG
AGAGATCACTCGTGCCTACGGCATCGTGCTGATCTTCGACGAGGTCATCTCGCTCCGCTCGGACTAC
GGCGGGATGCAGTCGGTGCTCGGGGTGACTCCGGACCTGACGGCGATGGGGAAGATCATCGGCGG
TGGCTTCCCGGTTGGGGCAGTAGGAGGCTCGGCCGAGGTGATGTCGGTCTTCGACCCAACCGGCGG
ACCGCCGCGGGCGCCGCACGGGGGGACGTTCAATGCCAACCCTGTGACGATGGTCGCCGGGTTGAC
GGCGATGCGCAAGCTGACACCTGCCGAGTTCGACCGGCTCGCTACCCTGGGGCAACAGTTACGGGC
GGGCGTCGAGGAGGTGCTGCGCGAGGCTGGCGTGCCGGGACAGGTGACGGGATACGGCTCGCTCT
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 BroTA1 

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
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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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