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ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieses Projektes war die Entwicklung eineseme@insatzes zur Senkung der Harn-
saurekonzentration im Blutserum von Patienten nmypéfurikdmie und der damit

verbundenen Verringerung der Anzahl von schmereha@ichtanfallen. Daflr sollten

Purine in Lebensmitteln mit einem Gemisch aus @nimuenden Enzymen zu dem gut
l6slichen Allantoin abgebaut werden. Durch diesemem Ansatz ist eine abwechs-
lungsreiche Erndhrung von Hyperurikdmiepatienteneobder mit reduzierter zusatz-
licher medikamenttser Behandlung zur Senkung denddarebildung, Erhéhung der

Harnsaureausscheidung bzw. enzymatischen Redukdioilarnsdaure maoglich.

Zu Beginn der Arbeit erfolgte eine Untersuchung Hefe Arxula adeninivorand.S3
hinsichtlich ihres Potentials, mit Purine als alige Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle
zu wachsen. Bei Nachweis enzymatischer Aktivitatlem vier untersuchten purin-
abbauenden Enzyme sollten im Rahmen dieses PrejdldeGuanin-Deaminase sowie
die Uratoxidase genauer charakterisiert und digetfenden Gene Uberexprimiert
werden. Die Untersuchungen der Adenin-Deaminase Xadthin-Oxidoreduktase

erfolgten in einer parallelen Arbeit, die kein Bexlteil dieser Dissertation war.

Die Analyse des Wachstumsverhaltens vnadeninivoransLS3 zeigte die Ver-

mehrung des Zellmaterials in einer Kultivierung édenin als Kohlenstoff- und Stick-
stoffquelle bzw. mit Hypoxanthin und Harnsaure alkiniger Stickstoffquelle. Die

Fahigkeit des Wachstums mit Adenin, Hypoxanthinrddi@nséaure als alleiniger Stick-
stoffquelle bestatigte das Vorhandensein des Palvenaveges in der nicht-konven-
tionellen HefeA. adeninivorand.S3.

DasGuanin-Deaminas&en AGDA) ausA. adeninivorand.S3 kodierte flr ein Protein

aus 475 Aminosauren, das in der Zelle als Dimelago{55 kDa je Untereinheit). Das
Guanin-Deaminase-Protein (Agdap) zeigte eine Hogieloauf Aminosaureebene
zwischen 44 und 55 % zu anderen pilzlichen Guarearbinasen. Beim Wachstum auf
Medien mit Adenin, Hypoxanthin oder Guanin als ialiger Stickstoffquelle erfolgten

eine Induktion der Genexpression dg&SDA-Gens sowie eine intrazellulare Akkumu-
lation des Guanin-Deaminase-Proteins in der Vakuwote auch dem Zytoplasma der
Hefezelle. Die Guanin-Deaminase verwertete aussgith Guanin als Substrat und
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wurde durch die Zugabe von Kupfersalzen oder Quibekshlorid nahezu vollstandig
inhibiert.

Einen weiteren Schwerpunkt dieser Arbeit bildete liochemische Charakterisierung
der Uratoxidase. DddratoxidaseGen AUOX) ausA. adeninivorand.S3 lag auf Chro-
mosom 4 und kodierte fir das Uratoxidase-Proteuof) mit 306 Aminosauren. Bei
dem Auoxp handelte es sich um ein 35 kDa groRetiRralas als Dimer in der Zelle
vorlag. Ein Vergleich mit anderen pilzlichen Urattasen ergab eine Homologie von
61 bis 65 % auf der Ebene der Aminosauresequeng.Hdaym zeigte konservierte
Sequenzmotive, die in den Uratoxidasen einer Viglzan Organismen beschrieben
wurden. DieAUOX-mRNA-Konzentration stieg bei Wachstum auf Medien Harn-
saure, Adenin und Hypoxanthin als alleiniger Stickguelle. Die Akkumulation von
Auoxp zeigte einen Maximalwert nach achtstindigedtikierung im Medium mit
Harnsaure und zeitlich verschoben mit den Stickstefilen Adenin bzw. Hypoxanthin
(nach 12 Stunden). Die Zugabe von Quecksilberdhloewirkte bei diesem Enzym den
vollstandigen Verlust der Aktivitat. L-Cystein udTT hingegen stabilisierten die
Struktur des Proteins und verhinderten die Oxigetion Sulfhydrylgruppen im Protein,
die entscheidend fur die enzymatische Aktivitatemar

Der biotechnologische Einsatz der purinabbauendeyrie der Hefé\. adeninivorans
erforderte eine Uberexpression dénatoxidase bzw. derGuanin-Deaminas&ene in
transgenerA. adeninivoransStammen aufgrund zu niedriger, natirlicher Expoess
héhe im Wildtypstamm LS3. Als Transformations-/Eegsionssystem fand das
etablierte Xplof2-Vektorsystem [1] Verwendung. Mit diesem Systermren bis zu
funf Selektions- oder Expressionsmodule in eineman$formationsprozess in die Hefe
integriert werden. Diese Plattform bietet den Vibrigass keine Resistenzgene (Kan
Amp") in die Hefe Ubertragen werden. Die Hefen wurdeit umterschiedlichen
Expressionsmodulen transformiert, um die optimd@pressionsbedingungen flr die
Guanin-Deaminasézw. dieUratoxidasezu ermitteln. Vergleichende Untersuchungen
bezuglich der Integrationshaufigkeit, dem Wirtsarigenus (homolog/heterolog) und
der optimalen Expression (konstitutiv/iinduziert)gten, dassA. adeninivoransin ge-
eigneter Organismus fur die Expression @asanin-Deaminasebzw. Uratoxidase
Gens darstellte. Die spezifischen Aktivitdten deansformanden mit konstitutiven
Expressionsmodul flir did&Jratoxidase bzw. die Guanin-Deaminasewvaren fur die

meisten Transformanden hdher, verglichen mit dean3formanden mit einem in-

Vi
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duzierbaren Expressionsmodul. Der C-terminale #irstiag (His-Tag) an der Amino-
sauresequenz der Uratoxidaigrte zu einer konstant hohen enzymatischen Urat-
oxidase-Aktivitat in der stationaren Wachstumsphaese Hefezellen (ab 24 Stunden)

Uber eine Kultivierungsdauer bis zu 96 Stunden.

Fur weiterfUhrende Analysen erfolgte die nahereetfichung der Hefetransformanden
mit der hochsten Guanin-Deaminase-Aktivitat bzw. deer einen langeren Zeitraum
konstant hohen Uratoxidase-Aktivitat. Das Uber @eterminalen His-Tag gereinigte

rekombinante Protein zeigte eine hohe Ubereinstingnder biochemischen Eigen-

schaften (Substratspektrum, intrazellulare Lok&bsa usw.) im Vergleich zum endo-

genen Protein der Hefe adeninivorand.S3 (nach induzierter Genexpression).

Die rekombinanten Enzyme des Purinabbauweges (Xidaige, Guanin-Deaminase,
Adenin-Deaminase und Xanthin-Oxidoreduktase) beeirknach deren Zugabe zu
einem reinen Puringemisch aus Adenin, Guanin, Xantllypoxanthin und Harnséure
eine Reduktion der Konzentration samtlicher Puribas Gemisch aus purinab-
bauenden Enzymen der Hefe adeninivoransbelegte bei ersten Anwendungen in
einem Lebensmittel (Rinderbriihe) die abbauende Wdgkauf samtliche, im Lebens-

mittel befindlichen, Purine.

Es gelang in dieser Arbeit, den Puringehalt einebeinsmittels mit in transgenen
A. adeninivoransStammen hergestellten Proteinen enzymatisch abeabda-ir eine

maogliche Anwendung dieses neuen Ansatzpunktes auringerung der Harnsaure-
konzentration in Lebensmitteln sind umfangreicheiteviihrende Untersuchungen
erforderlich. Unter anderem ist die Dosierung dae@nen Enzyme fir ein effektives
Zusammenspiel des Gemisches wichtig. Darliber hisgngs Untersuchungen tber die
Methodik der Zufihrung der purinabbauenden Enzymden Lebensmitteln, unter der

Einhaltung von lebensmittelrechtlichen Bestimmungeitig.

Vi



SUMMARY

SUMMARY

The aim of the project was the development of a approach for the lowering of the
uric acid concentration in the blood serum of pasewith hyperuricemia and the
associated reduction of the number of painful gatacks. Therefore, purines in food
should be degraded to the more soluble allantoia hyixture of enzymes. Due to this
new approach, a varied diet is possible for hypeeunia patients with reduced or
without additional drug treatment for lowering udcid synthesis, increasing excretion

of uric acid or enzymatic degradation of uric acid.

The thesis started with an analysis of the y@agtla adeninivorand.S3 concerning
their potential to grow with purines as sole carloomitrogen sources. After detection
of enzymatic activities of the four analyzed puritegrading enzymes, the guanine
deaminase and urate oxidase are characterizedaih aled the genes overexpressed for
biotechnological application. The investigations aafenine deaminase and xanthine
oxidoreductase were performed in another work, lviaias no part of this thesis.

The analysis of growing behavior Af adeninivorand.S3 showed the increase of cell
material in cultures with adenine as carbon anthgén sources or hypoxanthine and
uric acid as sole nitrogen sources. The abilitgrofving with adenine, hypoxanthine or
uric acid as sole nitrogen sources confirmed tlesgmce of a purine degrading pathway

in the non-conventional yea&txula adeninivorans.S3.

The guanine deaminasgene AGDA) of Arxula adeninivorand.S3 encoded a protein
of 475 amino acid which was present in the celh @asmer (55 kDa each subunit). The
guanine deaminase protein (Agdap) showed 44 to Fwetology to the amino acid
sequences of other fungal guanine deaminases. Browvimedia containing adenine,
guanine or hypoxanthine as sole nitrogen souraklan induction of gene expression
of the AGDA gene and intracellular accumulation of guaninendease protein in the
vacuole as well as the cytoplasm of the yeast déle guanine deaminase utilized
exclusively guanine as substrate and was completeilgited by the addition of copper

salts or mercuric chloride.

A further focus of this thesis included the biocleah characterization of the urate
oxidase. Theaurate oxidasegene AUOX) from Arxula adeninivorand.S3 was located

on chromosome 4 and encoded a 306 amino acid oxadese protein (Auoxp). The

VIl
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35 kDa protein Auoxp was presented as a dimerarcétl. A comparison of amino acid
sequences to other fungal urate oxidases showethalbgy between 61 and 65 %. The
protein owned conserved motives that have beerritdedcin the urate oxidases of a
variety of organisms. The mRNA concentrationAddfOX increased in presence of uric
acid, adenine and hypoxanthine as sole nitrogercesuThe accumulation of Auoxp
was maximal after eight hours in presence of wid and temporary displaced with the
nitrogen sources adenine or hypoxanthine (maximrhaurs). The addition of
mercuric chloride resulted in the complete lossentymatic activity. However, L-
cysteine and DTT stabilized the protein structurel aavoided the oxidation of
sulfhydryl groups in the protein, which were im@mt for the enzymatic activity.

The biotechnological application of the purine deting enzymes oA. adeninivorans
required an overexpression of theate oxidaseand guanine deaminasgene in
transgenicA. adeninivoransstrains due to a low natural expression levelhia wild
type strain LS3. The established transformatiomtesgion platform Xpl&t2 was used
[1]. This platform can integrate up to five modulies selection or expression in a
single transformation process into the yeast gendmether advantage of this platform
is the transformation without any resistance geKan( Amp). The yeast was
transformed with different expression modules fptimization of expression afrate
oxidaseandguanine deaminasé€Comparative studies on the frequency of integnati
the host organism (homologous/heterologous) andmapt expression (induced/
constitutive) showed thatA. adeninivoransrepresented a suitable organism for
expression of theurate oxidaseand the guanine deaminase@ene. The specific
enzymatic activity of transformants with constiatiexpressed expression module for
the urate oxidaseand theguanine deaminasgene was higher for most transformants
compared to transformants with an induced exprassiwmdule. The C-terminal
histidine tag (his-tag) at amino acid sequencerafeuoxidase resulted in consistently
high urate oxidase activity in stationary growtrapé of the yeast cells (from 24 hours)

over a culture period of up to 96 hours.

For further analysis, the yeast transformants witihest guanine deaminase activity
and over a longer period constant urate oxidaseitgaivere analyzed. Over C-terminal
his-tag purified recombinant enzymes showed higinfaxonance of biochemical

properties (substrate spectra, intracellular laedion) compared with endogenous

protein of the yeadk. adeninivorand.S3 (after induced gene expression).
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SUMMARY

The recombinant enzymes of purine degrading pathyagpte oxidase, guanine
deaminase, adenine deaminase and xanthine oxiddaseé) caused the reduction of
purine concentration in a mixture with adenine, rgoe, xanthine, hypoxanthine and
uric acid. The mixture of purine degrading enzyrokA. adeninivorangsiocumented as

first application in food (beef stock) the degrafeffect to all in this food presented

purines.

In this work, the purine content of food was enzyosdly reduced with produced
proteins of transgenid. adeninivoranstrains. For this new approach of reducing uric
acid concentration in food further analyses areesgary. The dosages of the individual
enzymes for an effective interaction in the mixtare important. In addition, analyses
about the supply of purine degrading enzymes tal,fomder observation of food law,

are necessary.
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1.1 Purine in Lebensmitteln

Der Mensch nimmt in der Regel taglich mehrere Maitdn zu sich, die aus frischen
oder konservierten Lebensmitteln bestehen. Die iNahdient dem Aufbau des Korpers
sowie der Aufrechterhaltung der Lebensfunktionen3J2 Die Hauptbestandteile eines
Lebensmittels sind Kohlenhydrate, Eiweil3e und Fgte3]. Neben den genannten
Grundbestandteilen der Nahrung kommen auch diwdedeo- und Mikrondhrelemente

(Spurenelemente) wie Vitamine und Mineralstoffel@m Lebensmitteln vor [3, 4].

Bei der Nahrungsaufnahme werden diese zunéchstamisch zerkleinert und an-
schlieBend enzymatisch in ihre Bestandteile zefflglgtim Dunndarm erfolgt die Re-
sorption der meisten Einzelbestandteile der NahfajgFir den Menschen unver-
dauliche Nahrungsbestandteile werden entweder wmnioh Dickdarm befindlichen

Mikroorganismen zersetzt oder unverdaut ausgesehig} 5, 6].

In den Lebensmitteln tierischer und pflanzlicherrikdmft liegen unterschiedliche

Mengen von RNA, DNA, Nukleotiden, Nukleosiden souieier Purinbasen vor [7].

Diese Verbindungen und komplexe Purine aus exogénexlen werden im mensch-
lichen Korper Uber freie Purinbasen zu Harnsaueea &ndprodukt des menschlichen
Purinabbaus [8-11], abgebaut (vgl. Abschnitt 1.f12) 13].

Der Gesamtpuringehalt eines Lebensmittels hangtdeprurspringlichen Funktion des
tierischen oder pflanzlichen Gewebes bzw. Organgphbm tierischen Muskelgewebe
sind vermehrt energiereiche Verbindungen wie Nuideovorhanden [7]. In Innereien
kommen aufgrund der erhéhten Anzahl von Zellkerges3e Mengen an DNA vor [7,
14]. Pflanzliche Speicherorgane hingegen besitaea geringere Anzahl von Zell-
kernen und im Gegensatz zu den Leguminosen, dieldet Bakterien fixierten Stick-
stoff zu dem Purinmononukleotid Inosinmonophosptilst?) umwandeln und diese
Verbindung zu Harnsaure bzw. Allantoin und Allansiure abbauen konnen [15, 16],
einen geringeren Puringehalt [7]. Flr einige Lebatisl ist der ermittelte Harnséure-
gehalt in der Tabelle 1-1 dargestellt [17].
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Von der Zubereitung eines Lebensmittels hangt degéltige Purinkonzentration ab,
die dem Korper zugefihrt wird [18]. Beim Braten vbebensmitteln kommt es auf-
grund des Wasserverlustes zum Anstieg der Puridmiration, wohingegen das

Kochen einen Ubergang der Purine in das umgebesséVgordert [18].

Tab. 1-1. Puringehalt von Lebensmitteln berechnetla Harnsaure (in mg pro 100 g Lebensmittel)
[17].

Harnsaure (in mg pro Harnsaure (in mg pro

Lebensmittel Lebensmittel

100 g Lebensmittel) 100 g Lebensmittel)
Schweineleber 300 Krabben 165
Kalbsniere 210 Kartoffeln 15
Rinderbraten 140 Blumenkohl 45
Schweinebraten 150 Karotten 15
Hase 170 Paprika 10
Reh 150 Spargel 25
Hirsch 160 Bohnen, grin 42
Huhn 160 Erbsen 150
Pute 120 Weizenvollkornbrot 60
Hering 190 Sojabohnen, getrocknet 370
Schellfisch 140 Sojafleich, getrocknet 370
Scholle 130 Sojaschrot 196
Anchovis 260 Tofu 68

1.2 Stoffwechselerkrankung — Hyperurikamie und Giclh

1.2.1 Ausscheidung von Harnsaure aus dem mensehli€tirper

Die mit der Nahrung aufgenommenen Purine (exogemal€) werden zusammen mit
den korpereigenen Purinen (endogene Quelle) kasadaol (vgl. Abschnitt 1.4.1) [7,
17]. Die entstandenen freien Purinbasen (Adeniranduund Hypoxanthin) werden im
menschlichen Korper entweder zu Harnsaure abgelpaudusgeschieden oder Uber den
.Salvage-Pathway" wiederverwertet und in ein Puemonukleotid umgewandelt [12,
13]. Die Ausscheidung des Endproduktes des mewcbemi Purinabbaus, der Harn-
saure, erfolgt zu etwa 80 % Uber die Nieren (reoal) die tUbrigen 20 % uber den
Magen-Darm-Trakt (enteral). Dort wird die Harnségezerniert und teilweise bak-
teriell abgebaut [12, 17, 19-21].

Die renale Harnsaureausscheidung nach der Vierknamtenhypothese ist schematisch
in Abbildung 1-1 dargestellt [22]. Die Ausscheidumgnfasst eine annahernd vollstan-

dige Filtration an der Glomerulusmembran, eine kiettgp Riickresorption der Harn-
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saure im proximalen Tubulus mit Hilfe von Transpont eine Sezernierung (etwa
50 %) und schlie3lich eine postsekretorische Rigtkion der sezernierten Harnsaure
[9, 20]. Da uber 90 % der Harnsaure rickresorhiad nicht ausgeschieden werden,
handelt es sich bei Harnsaure bei normalen Konaigoien um keinen schéadlichen
Stoff. Im taglichen Verlauf scheidet ein Mensch didsem Weg etwa 380 mg Harn-

saure aus [9].

Filtration
Glomerulus (100 %)
proximaler Riickresorption
Tubulus (98 — 100 %)

Sezernierung
(50 %)

postsekretorische
Riickresorption
(42 -45%)

Ausscheidung
(5-10%)

Abb. 1-1. Renale Harnsaureausscheidung schematisatargestellt nach der Vierkomponenten-
hypothese (modifiziert nach [9, 20]).

1.2.2 Erh6hung des Harnséure-Pools — Ursache i dberurikdmie

Die Abbildung 1-2 (links) zeigt die Harnsaurekonization eines gesunden Menschen.
Der Harnsaure-Pool ergibt sich dabei aus der [@fferdes Eintrages von endogener
sowie exogener Harnsaure und der renalen bzw. ademerAusscheidung. Beim
gesunden Menschen erfolgt durch den Harnsaurekeawm Uberschreitung des Grenz-
wertes, welcher der physiologischen Séattigungsgrevan 6,5 mg Harnsaure dim
Blutserum entspricht [9, 21, 23-25]. Aufgrund voas@hlecht, Alter sowie Umwelt ist

der Grenzwert fur jede Person individuell [9, 109, 26].

Durch erblich bedingte Anderungen der Ausscheidumg Harnsaure im Zusammen-
spiel mit der Aufnahme purinreicher Nahrung und ddamit verbundenen hohen
Eintrag an Harnsaure ist eine Uberschreitung demnfvertes moglich (Abb. 1-2,
rechts) [13, 20, 24, 25, 27, 28]. Das Krankheitskiird als Hyperurikamie bezeichnet.
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Heute wissen die Mediziner, dass es sich bei Giahteine Folge der Hyperurikamie

handelt; die Hyperurikamie selbst jedoch viele nabgd Ursachen hat [20].

Uberschreitung des Grenzwertes

I
I
I

Eintrag lﬂ I w Eintrag
I
I ]

Grenzwert

Normal

i
Harnséure-Pool
Ausscheidung Ausscheidung

Abb. 1-2. Harnsaure-Pool eines Menschen (modifizienach [20]).

Beeinflussung des Harnsaure-Pools eines gesundasdien (links) und eines Menschen mit erhdhtem
Harnsaure-Pool (rechts). Der Harnsaure-Pool esjidft aus der Differenz des Eintrages und der Aus-
scheidung.

Erkrankungen wie das Lesch-Nyhan-Syndrom (defektpobdanthin-Guanin-Phospho-
ribosyl-Transferase) [9, 29, 30], akute Leukamig][Komplikationen bei der gezielten
Zerstorung von Tumorzellen mittels zytotoxischere@lotherapie (Tumorlyse-Syn-
drom) [31-34] oder Organtransplantationen [28, 3&Jhnen ebenfalls zu einer Er-

hoéhung der Harnsaurekonzentration fuhren [20, 2}, 2

Derzeit leiden ein bis zwei Prozent der Erwachseaneimdustriestaaten an Gicht [21,
36-38], wobei Uberwiegend bei Mannern erhdhte Hamesverte nachgewiesen werden
und bei Frauen eine Hyperurikdmie frihestens mitMienopause, durch den Wegfall
des urikosurischen Effektes des Ostrogens, alftéit24, 26, 28, 38].

1.2.3 Die Stadien der Gicht

Die vier Stadien der Gicht (Arthritis urica; gehadr Gruppe der kristallinduzierten
Arthritis) unterteilen sich in die asymptomatiscHgperurikdmie (Stadium vor dem
ersten Gichtanfall), den akuten Gichtanfall, demmgtomlosen Intervall zwischen zwei

Anfallen und die chronischen Gicht mit irreversibléelenkveranderungen [9, 19, 21].

Eine Uberschreitung des Grenzwertes kann nach siymaptomfreien Phase (asymp-
tomatische Hyperurikdmie) zu einer Ausfallung voatiNimurat an geeigneten Ober-
flachen (innerhalb von Gelenken) in Form von Kleirf®likro-) oder grof3en (Makro-)

Kristallen fuhren [12, 20, 21, 23]. Dabei erhohthsidie Wahrscheinlichkeit eines
Gichtanfalls und der damit verbundenen Kristallmatvon Harnsaure mit steigender
Harnsaurekonzentration [9]. Die Bildung solcherskalle kann durch Temperatur- und

4
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pH-Wert-Veranderungen sowie durch akuten Wasserstedefordert werden [13, 19,
20].

Als Ausloser eines akuten Gichtanfalls (Stadium di)t die Phagozytose dieser
Natriumuratkristalle durch die Granulozyten [20,, 24]. Durch die Phagozytose
werden Schwellungen und Ro6tungen der Haut Uberwtbga den Gelenken der
unteren Extremitaten verursacht [20, 21]. Eingeweated Leukozyten phagozytieren
ebenfalls die Natriumuratkristalle und setzen Hbieii nachfolgenden Zerstérung
diverse Faktoren frei, die zu einer entzindlichemal®ion fihren [20, 29]. Nach
maximal 24 Stunden wird der schmerzhafte Hohepeirlds Gichtanfalls erreicht, der
unbehandelt vier bis vierzehn Tage dauert und anotgyvon Erwarmung der Gelenke
mit verstarkter Durchblutung und damit einhergele@ndAbtransport der Harnséure

sowie durch die Inaktivierung entztindungsférderrieitoren endet [20].

Das an einen akuten Gichtanfall anschlielRende symipse Intervall kann zwischen
sechs Monaten und zwei Jahren lang sein, bevdbis 95 Prozent der Patienten ein
erneuter akuter Gichtanfall auftritt [20, 24]. Dibronische Gicht wird durch die Bil-
dung sogenannter Tophi, bevorzugt im Knorpel, in@novia oder anderen Geweben
wie Nieren, gepragt [20]. In Abhangigkeit von dekialisation des Tophus kann es zu
irreversiblen Veranderungen der Gelenke kommen,ndteRontgenaufnahmen nach-

weisbar sind [20].

Neben der Ablagerung der Harnsaure in den Gelenkehweiterhin eine Ausféallung
in den Nieren bei Hyperurikamie beschrieben [2G]b8 fallen Natriumuratkristalle im
Niereninterstitium aufgrund hoher Harnsaureaussicimgy und Veranderung des Urin-
pH-Wertes aus und l6sen eine Harnsaure-Nephrdith&us, als deren Folge ein lang-
sames Nierenversagen denkbar ist [20]. Weiterhindemu Ausfallungen im Tubulus-
lumen in Form von akuter Harnsaure-Nephropathie cieonische Formen der inter-
stitiellen Nephritis als Folge lang andauerndera@lekrungen von Kristallen im Nieren-
parenchym, chronische Gicht-Nephropathie, beobaf2ie 37].

Die oftmals Uppige Erndhrungsweise der Betroffelnietet neben Gicht eine Basis flur
andere Stoffwechselstérungen wie Diabetes oder HymEimie [20], da eine Bezie-

hung zwischen dem Korpergewicht und der Harnsamakatration zu bestehen scheint
[20, 39, 40]. Zudem erfolgte der Nachweis von Baatidruck bei Patienten mit Hyper-

urikdmie [41].
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1.3 Therapeutische Behandlung von Hyperurikdmie undsicht

1.3.1 Behandlung bei akuter Gicht

In erster Linie geht es bei der Behandlung einegeskGichtanfalls um Linderung der
Schmerzen des Patienten und Beseitigung der Eningnoh den Gelenken [20]. Fur
die Therapie werden Colchicin oder nicht-steroidafgirheumatika (NSAR), seltener
Corticosteroide oder Interleukin-dnhibitoren, verwendet [20, 24, 40, 42].

Schon die alten Agypter verwendeten Colchicin, Adkaloid aus der Wurzelknolle der

Herbstzeitlosen, bei einem akuten Gichtanfall [28]. Seine Wirkung beruht auf der
Hemmung der Produktion sowie Freisetzung eines oladttischen Faktors und der
Inhibition der Phagozytose von Leukozyten [20, 4}-Die erste klinische Studie tber
die Schmerzlinderung durch Colchicin wurde 1987edmdigt, wobei den Probanden
eine hohe Dosis (bis 6,5 mg pro Tag) verabreichtdey43]. Neben einer Reduktion
der Schmerzen verursachte Colchicin bei der Mehrdeh Patienten unangenehme
Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Erbrechen, Diarrho@rodtemstillstand, so dass ein
frhzeitiger Abbruch der Behandlung notwendig wi8,[20, 43, 44]. Eine umfassende
Studie Uber die notwendige Dosis zeigte die gleiEffektivitat bei der Behandlung

schmerzhafter Gichtanfalle mit hoher Dosis (4,8 Gachicin Gber 6 Stunden) sowie
mit geringer Dosis (1,8 mg Colchicin Uber 1 Stun{#j]. Die Anzahl der Neben-

wirkungen war mit der geringeren Dosis reduzier] [4

Als NSARs werden unter anderem Indometacin und Yhetazon [48] oder NSARs
der neueren Generation, Diclofenac, Etoricoxib ddaproxen, verwendet [19, 20, 44].
Die NSARs unterteilen sich aufgrund ihrer Selekéivgegentber der Cyclooxygenase
in selektive und nicht-selektive Cyclooxygenaseitbren [38]. Indometacin und
Etoricoxib zeigten eine vergleichbare Schmerzbiggeiy und Vertraglichkeit beim
Probanden [49, 50].

Corticosteroide werden nur in seltenen Fallen, Ibeffektivitat von Colchicin oder
NSARs, eingesetzt bzw. wenn diese Substanzen wegiglicher Nebenwirkungen
nicht angewendet werden durfen [20, 42, 44]. Eired2dhl der Steroide fanden bereits
1949 Verwendung [42]. Studien zeigten gleiche Bieté&t von Corticosteroid im Ver-
gleich zu NSARs [40, 42].
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Als neuer Ansatzpunkt fur die Behandlung der schimdten Gichtanfélle gelten die
Interleukin-1 -Inhibitoren, welche spezifisch die Interleukin-$ignalkette stéren [51,
52]. Die Injektion von Anakinra, einem Interleukin-Inhibitor, fihrte in 79 % der
Patienten zu einer Schmerzlinderung [40]. Diversgetsuchungen bestatigten die

schmerzlindernde Wirkung von Anakinra [46, 53].

1.3.2 Langzeittherapie zur Senkung der Harnsdumkdmtion

Fur die Langzeittherapie eines Patienten mit Hyplegiie wird zwischen MalRnahmen
zur Senkung der Synthese, zur Erh6hung der Aushahgioder zur enzymatischen Re-
duktion von Harnséure gewahlt [20]. Dabei wird dasvendete Medikament an die je-
weiligen Bedurfnisse des Patienten angepasst. Sttungen der Harnsaurekonzentra-
tion I6sen bei einigen Betroffenen Gichtanfélle,ass dass zu Beginn einer Langzeit-
therapie oftmals prophylaktisch geringe Mengen X$ARs oder vorzugsweise Col-
chicin verabreicht werden [20, 38, 46, 54].

Die Harnsauresynthese wird durch Urikostatika, bitbren der Xanthin-Oxidoreduk-
tase, herabgesetzt (vgl. Abschnitt 1.4.1) [19, ZDdbei wirkt Allopurinol aufgrund
seiner strukturellen Ahnlichkeit zu Hypoxanthin &ebstrat der Xanthin-Oxidoreduk-
tase und wird zu Oxipurinol katalysiert [9, 12, 2Bl]. Das entstandene Oxipurinol
hemmt die Aktivitdt der Xanthin-Oxidoreduktase iegeénwart von Xanthin [20]. Die
Bildung von Harnsaure wird unterbunden und derenzeatration im Blutserum nicht
weiter erhdht sowie die Ausscheidung von Hypoxamtiid Xanthin bei Patienten mit
intakter Nierenfunktion erhoéht [20, 37]. Ein we#sr Urikostatika, Febuxostat
(Adenuri®, Ipsen, Paris, Frankreich), wurde von der Eurabis Kommission fiir die
Behandlung von Hyperurikdmie zugelassen [55-57] ishdéeit 2010 in Deutschland
erhéltlich [58]. Febuxostat weist keine struktuzall Ahnlichkeiten zu Purinen auf,
bindet Uber Wasserstoff-, Salzbriickenbindungen lyatophobe Wechselwirkungen
im schmalen Kanal der Xanthin-Oxidoreduktase urtiimelert dadurch das Vordringen
des Substrates zum aktiven Zentrum in der oxidiestavie reduzierten Form des harn-
sauresynthetisierenden Enzyms [55, 56, 58, 59ppAitinol und Febuxostat waren in
ihrer harnsduresenkenden Wirkungsweise gleich $36,57]; jedoch fuhrte die Gabe
von Febuxostat in einer Langzeitstudie zu gehauf@ohtanfallen in den ersten
Therapiemonaten [58]. In einigen Fallen wurde eVfexringerung der Blutserum-

konzentration ausschlie3lich durch Febuxostat k&8, 60].
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Der Gruppe der Urikosurika gehéren chemische Sobstaan, die die tubulare Harn-
saureresorption durch Inhibition der Transportpr@enemmen [19, 20]. Die Uriko-
surika, Probenecid oder Benzbromaron [20, 37, vigthindern ausschlief3lich die post-
sekretorische Ruckresorption der Harnsaure (vgkcAhitt 1.2.1) und besitzen keinen
Einfluss auf die Rickresorption zu Beginn des praten Tubulus [20]. Die Wirkung
eines Urikosurika verursacht eine Senkung der Hamekonzentration und die Ruck-
bildung von Gichttophi [20]. Die Dosierung ist aloigégg von der paradoxen Harnséure-
retention, welche besagt, dass die Substanzeredrigen Dosen die renale Harnsaure-
ausscheidung hemmen und bei héheren Dosen die #eidsag fordern [20, 61]. Eine
Therapie mit Urikosurika birgt bei Nierenschaderhdagesundheitliche Risiken, die

durch eine andere Behandlungsmethode vermeidtahf2bh.

Zur Senkung der Harnsédurekonzentration wurde Urddse (vgl. Abschnitt 1.4.1) bei
gichtkranken HUhnern eingesetzt, was zu einem kitrgen Abfall der Harnsédurekon-
zentration fuhrte und bei einigen Hihnern einehligicAnaphylaxie hervorrief [9, 62,
63]. Die erste medizinisch relevante Uratoxidaseicizymé™, Sanofi-Synthelabo,
Paris, Frankreich) wurde ausspergillus flavusgereinigt und bei Hyperurikamie, be-
dingt durch das Tumorlyse-Syndrom, verwendet [68], Bufgrund der schwierigen
Produktionsbedingungen wurde die audssp. flavus stammende Uratoxidase in
Saccharomyces cerevisiagroduziert und als Rasburicase (Fast(frténs Europa,
Sanofi-Synthelabo, Paris, Frankreich und Efittln den USA, Sanofi-Aventis, Bridge-
water, USA) fir klinische Studien eingesetzt [33, 86, 67]. Das Medikament besal?
nur eine geringe Halbwertszeit und Ioste in einig&tlen nach Bildung von Anti-
korpern beim Patienten allergische Reaktionen &8% [Um diese Probleme zu um-
gehen, wurde die Uratoxidase aus dem Schwein kovai@t Polyethylenglykol
verbunden [69]. Die Pegloticase (KrysteXxa&Savient Pharmaceuticals, East Bruns-
wick, USA) zeigte eine erhdhte Halbwertszeit undhdeaeine langer andauernde enzy-
matische Aktivitat [36, 69, 70]. In den Patientearden keine allergischen Reaktionen
verursacht [36]. Eine Behandlung fuhrte zu einenbabder Gichttophi bei 40 Prozent
der Patienten nach 25-wdchiger Gabe und zur dhetlidikeduktion der Harnsaurekon-
zentration im Blutserum [71-74]. Eine Therapie krtoxidase wird zur Prophylaxe
vor dem Tumorlyse-Syndrom eingesetzt oder Patiemtgabreicht, bei denen keine
andere medikamentose Behandlung zu einer Senkunglatesadurekonzentration im
Blutserum fuhrt [23].
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Bei Gicht kommt es in einigen Fallen trotz einerdhgefihrten Langzeittherapie zu
Veranderungen von Gelenken, Knochen und Weichteieglche chirurgisch ange-

gangen werden [9, 20].

1.3.3 Vorbeuqung durch gezielte Umstellung der Rnmdg

Trotz der vielen speziellen Indikationen zur Sertkaler Harnséure wird dem Betrof-
fenen zusatzlich eine Umstellung auf eine purinaineahrungsweise empfohlen [9,
14, 17, 19, 20, 24, 37]. Zu den purinreichen Lebustisln zahlen Innereien, Fleisch-
extrakt oder Fleisch sowie Fischkonserven und Legosen (vgl. Abschnitt 1.1) [9, 17,
75]. DarlUber hinaus haben auch Kohlenhydrate, kettieEiweil3e indirekt Einfluss auf
den Purinstoffwechsel, indem sie den Abbau zu Hamesbeschleunigen oder die Aus-

scheidung verringern [20].

Mitte des 19. Jahrhundert wurde erstmals der Zusawhang zwischen Gichtanfallen
und dem Genuss von alkoholischen Getranken beti¢p@e 37]. Dabei bewirkt die
Aufnahme von Bier einen erheblichen Eintrag vonifr in den menschlichen Kérper
und der Alkohol allgemein eine Verringerung der méd@ureausscheidung tber die
Nieren [24, 28, 76].

Ein weiterer Risikofaktor fiir Hyperurikamie oderoBt ist das Ubergewicht [28]. Etwa
60 Prozent der Bevolkerung der USA leiden heuteUaergewicht; der BMI-Wert
(body mass index) ist mit dem Risiko eines Gichafisfverbunden [28]. Untersu-
chungen zeigten, dass bei einem BMI von 23 bis R48i° ein 1,4-fach hheres
Risiko eines Gichtanfalls im Vergleich zu einem Matgewichtigen (BMI von 21 bis
22,9 kg nT) vorlag [28]. Mit steigendem BMI-Wert erhoht sidlas Risiko signifikant
[28], daher wird den Betroffenen eine langsame Reoi des Ubergewichtes

empfohlen.

1.4 Purinabbau und das Endprodukt beim Menschen

1.4.1 Purinabbau

Das in Abbildung 1-3 dargestellte Purin ist eingehazyklische, aromatische, orga-
nische Verbindung aus einem Pyrimidin- und einemd&xol-Ring. Eine Differen-
zierung der Purine erfolgt durch die Substitutiordan Kohlenstoffatomen der Position
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2, 6 oder 8. Purine dienen als Bestandteil der &okture der Informationsspeicherung
und -weitergabe. Darlber hinaus sind Purine Baustéir verschiedene Koenzyme

oder fungieren in der Zelle als Energielieferartes].

6

kN'>

4

Abb. 1-3. Grundkérper des Purins [13].

Der Purinstoffwechsel umfasst die aufwanddgenoveSynthese, den Abbau und den
.Salvage-Pathway" als Bindeglied zwischen Synthes® Abbau. Durch das wirkungs-
volle Recycling freier Purinbasen Uber den ,SalvBg¢ghway” umgeht der Organismus

eine erneute energieaufwandige Synthese von Punonukleotiden [12, 20].

Bei den Untersuchungen des Purinabbaus in untediatien Organismen wurde nach-
gewiesen, dass der Abbau mit unterschiedlichen tikean endet und damit zu einer
Ausscheidung von verschiedenen Endprodukten f8hA,[77, 78]. In der Abbildung 1-
4 ist der komplette Purinabbau dargestellt und diivige Tiergruppen sowie die

Abteilung der Ascomyceten das Endprodukt des Pobiaas aufgefuhrt.

Der Abbau startet mit der 5‘-Nukleotidase (Abb.,14), welche hydrolytisch die
Purinmononukleotide [Adenosin- (AMP), Guanosin- (BM Inosin- (IMP) und
Xanthosinmonophosphat (XMP)] in Nukleoside und Phas$ spaltet [12, 13]. In der
Mehrzahl der Organismen wird Adenosin im nachstehri@ durch eine Adenosin-
Deaminase (Abb. 1-4, 2) zu Inosin deaminiert [13, Inosin, Xanthosin und Guanosin
werden mit Phosphat und einer Purin-Nukleosid-Phospase (Abb. 1-4, 3) zu freien
Purinbasen (Hypoxanthin, Xanthin und Guanin) soRibose-1-Phosphat gespalten
[12, 13]. In einigen Vertebraten, Fischen und Anbjm [79], niederen Eukaryoten [80,
81] sowie Prokaryoten [78] wird Adenosin durch elfgrin-Nukleosid-Phosphorylase
(Abb. 1-4, 3) in Adenin und Ribose-1-Phosphat undchlielRend mit einer Adenin-
Deaminase (Abb. 1-4, 4) hydrolytisch in Hypoxanthimd Ammoniak gespalten [79—-
81].

Guanin wird durch die Guanin-Deaminase (Abb. 1-4ir6 Ammoniak und Xanthin
umgewandelt [12, 13]. Die NABabhangige Xanthin-Oxidoreduktase (Abb. 1-4, 6)
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katalysiert die Reaktion von Hypoxanthin in Xanthind weiter zu Harnsaure [13].
Harnsaure stellt das Endprodukt des Purinabbaldeinschen, Anthropoiden, Land-

reptilien, Végeln und Insekten (Ausnahme Diptera) [@, 9].

AMP IMP XMP GMP
/‘ H:O @ Hgo @ H:O @ H:O
@ S Pi Q Pi < Pi < Pi
y y \ y
Adenosin W Inosin Xanthosin Guanosin
p, 120 NH: P P P
/‘ i /‘ i < i /‘ i
@ \S Ribose-1-P @ S Ribose-1-P @ Ribose-1-P @ S Ribose-1-P

@ NAD"; H,O @
Adenin Hypoxanthin Xanthin Guanin
Y FV AN

H,O NH; NADH/H~ NH; H,O
( NAD"; H,O
NADH/H* ¢/ @
/ Mensch, Anthropoiden
Harnsédure Landreptilien, Vogel

@

<>- 0,,H,0 Insekten (ohne Diptera)

H,0,: CO,

Saugetiere (ohne Primaten)

Allantoin Gastropoda, Diptera
/- H:O
L einige Teleostei
Allantoinséure (Salmonidae, Pleuronectidae,
| — H,0 Anguillidae)
2HCO3-; 2ATP S Glyoxylat

andere Fische

<—2 Allophanat 2 Hamnstoff Amphibien

2H,0 Lamellibranchia (Sitifwasser)
2 7P.
2ADP 2P, 2o,

Crustacea, Lamellibranchia
4 Ammonium (Meerwasser), Gephyra,
Sipunculidae

4 Ammonium
4 CO,

Ascomyceten

Abb. 1-4. Reaktionen des Purinabbaus mit Angabe deffiergruppen sowie der Abteilung der

Ascomyceten, welche die Abbauprodukte ausscheidemddifiziert nach [8, 9, 13, 82—-84]).

Folgende Enzyme sind an den Reaktion beteiligil@kleotidase 1), Adenosin-Deaminase), Purin-

Nukleosid-Phosphorylase8); Adenin-Deaminase4], Guanin-Deaminase5), Xanthin-Oxidoreduktase
(6), Uratoxidase q), Allantoinase §), Allantoicase 9), Urease 10), Harnstoff-Carboxylasel) und

Allophanat-Hydrolase 12). AdenosinmonophosphafAiP), GuanosinmonophosphaG{P), Inosin-

monophosphatP ) und XanthosinmonophosphaNIP).

In den Ubrigen S&ugern oder anderen Tiergrupper, ®@astropoda, Diptera oder
Fischen, wird die Harnsaure Uber einen enzymatrscBeidationsschritt mit der
Uratoxidase (Abb. 1-4, 7) und einem nicht-enzyncais Hydrolyseschritt zu Allantoin
abgebaut [85]. Keebaugh und Thomas [86] beschrijeberGegensatz zu den vorher
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erwéhnten Reaktionen bei der Umwandlung von Hamesadie Wirkung einer
Hydrolyase und einer Decarboxylase bei der Bilduag Allantoin. Das gut l6sliche
Allantoin ist das Endprodukt des Purinabbaus ing8&u (Ausnahme Mensch und

Anthropoiden) sowie Gastropoda und Diptera [8, 9].

Die weiteren purinabbauenden Reaktionen finden wviilegend in wasserlebenden
Tiergruppen sowie einzelligen Organismen statt.[T®9] nachsten Schritt wird durch

die Allantoinase (Abb. 1-4, 8) Allantoinsdure aulaAtoin gebildet [82]. Nach der

Bildung von Allantoinsdure erfolgt der weitere Albba Pflanzen Uber andere Wege,
die in dieser Ausfiihrung nicht bericksichtigt werd87]. Die Allantoicase (Abb. 1-4,

9) katalysiert die Bildung von Harnstoff und Glydatyaus Allantoinsaure [82].

Der gebildete Harnstoff wird Uber zwei separate Wefpgebaut. Durch die Urease
(Abb. 1-4, 10) werden zwei Molekile Harnstoff undez Molekille Wasser in zwel
Molektle Kohlendioxid und vier Molekile Ammonium gmalten [82]. Fiur eine Viel-
zahl von Ascomyceten wie beispielsweisecerevisia@derCandida albicanswvird ein
Molekul Harnstoff mittels eines Enzymkomplexes (&) katabolisiert [83, 84, 88].
Der Enzymkomplex besitzt die enzymatische Aktivigiher Harnstoff-Carboxylase
(Abb. 1-4, 11), die Harnstoff zu Allophanat abbadywie einer Allophanat-Hydrolase
(Abb. 1-4, 12), mit der aus Allophanat zwei MolekiAmmonium und zwei Molektile
Kohlenstoffdioxid gebildet werden [83, 84, 88].

1.4.2 Harnsaure als Endprodukt des Purinabbausems®hen

Im Menschen sowie in hoheren Primaten fuhrten uawadige Mutationen in der ko-
dierenden Sequenz desatoxidaseGens zu einem Verlust der Aktivitat des harnsaure-
abbauenden Enzyms [10, 11, 41, 86], was mit des¢hedung von Harnsaure als End-

produkt des Purinabbaus einherging.

Eine Punktmutation in der CAAT-Box des Promotors tiFatoxidase-Gens fuhrte zu
einer Reduktion der Uratoxidase-Aktivitat samtlicBéfen verglichen mit der Aktivitat
des Enzyms in Mausen und Kaninchen [10]. Eine ,doss“-Mutation in der Codon-
position 33 fiihrte im Menschen, Orang-Utan und ®g@ainsen zu einer Inaktivierung
des Enzyms [11]. Die im weiteren Verlauf der Eviatvon Mensch und Schimpanse
entstandene ,Nonsense“-Mutation in der CodonpasBio sowie die abweichende

~Splice-Site* im UratoxidaseGen fuhrten zum endgiltigen Aktivitatsverlust des
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Uratoxidase-Enzyms [11]. In Gibbons, den sogenaniiteinen Menschenaffen, wurde
ebenfalls keine Uratoxidase-Aktivitdt ermittelt, b dies auf eine Deletion von
13 Basenpaaren zwischen dem Codon der Positiomd@2 & zurlckzufihren ist [11].
Da eine Vielzahl von Mutationen zum Aktivitatsvesiuder Uratoxidase in hdheren
Primaten fuhrte, kdnnte dies ein Hinweis auf eieeolutiondren Vorteil der daraus

resultierenden erh6hten Harnsaurekonzentrationluts&um sein [11].

Verschiedene Hypothesen wurden beziglich der eehtharnsdurekonzentration im
Blutserum von Menschen sowie héheren Primaten atdliie Dabei wird die Harnsaure
als effektives Antioxidans beschrieben, das Sao#ratlikale fangt und damit eine ver-
langerte Lebensdauer sowie eine reduzierte altezgmrhe Krebsrate ermdglicht (Hy-
pothese 1) [89]. Diese schiitzenden Eigenschafteitebeélarnsdure auch gegentber der
Bildung von Peroxynitrit, einem Produkt aus frei@adikalen [90]. Sinkt die Harn-
saurekonzentration im Blutserum unter den Normalwen 2 mg Harns&ure 4l kon-
nen entzindliche Erkrankungen des Zentralnerveasysioder neurodegenerative Er-

krankungen wie Parkinson oder Alzheimer hervorgarwferden [25, 90].

Eine weitere Theorie (Hypothese 2) stellt die ggstée Harnsaurekonzentration in
Verbindung mit der Erh6hung des Blutdrucks in Zeit®n salzarmer Ernahrung dar
[41]. Als Beleg dieser Theorie wurde ein erhéhtart@&uck bei Ratten nachgewiesen,
die mit salzarmer Nahrung und einem Uratoxidasébltdr gefuttert wurden [41]. Die

Steigerung des Blutdruckes wird als Voraussetzuirg den aufrechten Gang der

Hominoiden angesehen [41].

Aufgrund von strukturellen Ahnlichkeiten zu Theotmia und Kaffein, welche eine
Stimulation der Grof3hirnrinde erméglichen, wurderdéure eine Bedeutung bei dem
qualitativen und quantitativen Sprung in der Ingelhz durch eine erhdhte Fahigkeit

zum Lernen zugeschrieben (Hypothese 3) [8, 91].

Der Verlust der Uratoxidase-Aktivitat scheint natibsen Hypothesen essentiell fur die
Evolution von Menschen und héheren Primaten gewesesein. Da es sich bei Harn-
saure um eine schlecht Iésliche organische Verligcdwandelt, kann ein Anstieg der
Harnsaurekonzentration im Blutserum aber zu schw8teffwechselerkrankungen wie

Hyperurikdmie und Gicht fuhren (vgl. Abschnitt 1.2)
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1.5 Die Guanin-Deaminase

Die Guanin-Deaminase (EC 3.5.4.3; Guanin Aminohlad®) wurde erstmals 1932 in
der Leber von Kaninchen beschrieben und als Guadrezsachnet [92]. Bei dem Enzym
handelt es sich in den meisten Fallen um eine tabtaingige Hydrolase [93, 94],

welche Guanin zu Xanthin und Ammonium hydrolytisidaminiert [95-97].

Die Guanin-Deaminase ist ein konserviertes Enzyam,sthwohl in Prokaryoten als auch
Eukaryoten vorkommt. Das Enzym ist verantwortli¢in éen Purinabbau [12, 13] in
Prokaryoten Bacillus subtilis Escherichia colioderKlebsiella pneumonige[94, 97,
98], niederen Eukaryotei® ( cerevisiagPichia guilliermondiioderTrypanosoma crugi
[99-101], PflanzenblatterrC@mellia sinensid. undNicotiana tabacuni. cv. Xanthi)
[102, 103] sowie gewebespezifisch in der Leber {(Kelmen, Mensch, Maus und Ratte)
[98, 104-106] und der Niere (Mensch) [107] hohefekaryoten. Die Guanin-De-
aminase reguliert die Menge an Guanin, die dereZdadim ,Salvage-Pathway* fur die

Umwandlung in GMP zur Verfligung steht [87, 96].

In hoheren tierischen Eukaryoten wurde zuséatzliohe egestiegene Aktivitat der
Guanin-Deaminase im Gehirn (Maus, Ratte, Schweih Mensch) [108-111] nach-
gewiesen. Das guaninabbauende Enzym spielt eirf@igeécRolle bei der Entwicklung
der neuronalen Morphologie [108, 112, 113]. Die afezigung der Dendriten ist ab-
hangig von dem Abbau von Guanin als Substrat [1E4}je Erh6éhung der Guanin-
Deaminase-Aktivitat fihrt zum verstarkten Wachstder primaren und sekundaren
Dendriten [114], wodurch die Kommunikationsfahigkéer Neuronen verbessert wird
[112].

Eine erhOhte Aktivitat der Guanin-Deaminase im 8émtm deutet auf verschiedene
Lebererkrankungen wie chronische Hepatitis hin uexhilft, in Kombination mit der
Aktivitat von verschiedenen Aminotransferasen, znere schnellen Diagnose der

jeweiligen Erkrankung [115, 116].

Die Guanin-Deaminasen verschiedener prokaryotidocher eukaryotischer Lebewesen
wurden gereinigt und ihre Eigenschaften bestimrat &, 98, 101, 102, 104-106, 110,
117].

Mit der vorliegenden Arbeit wird eine weitere Hafergestellt, welche eine Guanin-
Deaminase besitzt. Die Charakteristika der Guarearinase wurden analysiert und
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mit den Eigenschaften einer rekombinanten Guaniaridease aus dem gleichen Hefe-
system verglichen. AbschlieRend wurde das EnzynGemisch mit anderen Enzymen

fur den biotechnologisch relevanten Verwendungskveaugesetzt.

1.6 Die Uratoxidase

Die Uratoxidase (EC 1.7.3.3; Urat:Sauerstoff-Oxatluktase) wurde zu Beginn des
19. Jahrhunderts erstmals aus tierischen Gewelodieris analysiert und als Urikase
bezeichnet [118-120]. Das Enzym Katalysiert diedative Offnung des Puringrund-
korpers der Harnsdure in Gegenwart von Sauerdtiaith dem enzymatischen Oxida-
tionsschritt folgt ein nicht-enzymatischer Hydragshritt, durch den das funf- bis

zehnmal besser l6sliche Allantoin sowie Wassenséoixid entsteht [85].

Die Uratoxidase ist ein weit verbreitetes Enzym. idgde sowohl in Prokaryoten
(Arthrobacter pascen®acillus fastidiosusind Bacillus thermocatenulatyig121-123]
als auch in einer Vielzahl von Eukaryoten nachgseme Im Reich der Eukaryoten
wurden enzymatische Aktivitaten der Uratoxidaseeuminderem in PilzerP(iccinia
reconditg Asp. flavusund Aspergillus fumigatys[124—-126], Hefen GQandida utilis
Candida tropicalisund Hansenula polymorpha[127-130], Algen Chlamydomonas
reinhardtii) [131] und Pflanzen (Sojabohne, Kichererbse, Askiene und Weizen) [75,
132] ermittelt. AuRerdem wurde die Uratoxidase desgpezifisch in héheren Eukaryo-
ten (Ratte und Rind) [133, 134] bestimmt.

In héheren Primaten (Hominoiden und einigen Newffeh), Vogeln, terrestrischen
Reptilien sowie den meisten Insekten fehlt ein\addi Uratoxidase-Enzym aufgrund
von verschiedenen Mutationen in der kodierenderu&erjdes entsprechenden Gens [8,
10, 86] (vgl. Abschnitt 1.4.2). In diesen Organismst Harnsédure das Endprodukt des
Purinabbaus, welches schlieRlich ausgeschieden. windersuchungen des braunen
GrashupferdNilaparvata lugenszeigten, dass dieses Insekt hefeahnliche Symlmionte
besitzt und aufgrund deren Uratoxidase-Aktivitatrit¢aure flir den Stickstoffmeta-

bolismus verwerten kann [135].

Verschiedene Theorien beziglich eines evolutiondferteils durch den Wegfall der
Uratoxidase-Aktivitat in Menschen und hoheren Ptemasind im Abschnitt 1.4.2 aus-
fuhrlich zusammengefasst. Die Harnsaurekonzentréiggt in den meisten Fallen unter
der physiologischen Sattigungsgrenze von 6,5 maé#are df Blutserum [9, 21, 23—
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25]. Eine Erhohung der Harnsédurekonzentration iotdg&rum von Menschen, Primaten
oder Vogeln fuhrt zu Hyperurikdmie, die oftmals rathmerzhaften Gichtanféallen in

den Gelenken der unteren Extremitaten einhergetit9920, 62, 63].

Die Uratoxidase wurde seit ihrer ersten Beschrajbwaus den verschiedensten
Organismen gereinigt und charakterisiert [125-12%)]. Verwendung findet die reine
Uratoxidase bei der diagnostischen Quantifizieruag Harnsaure im Blutserum von
Menschen [137] sowie bei der therapeutischen Remlukter Harnsaurekonzentration

in Korperflussigkeiten (vgl. Abschnitt 1.3.2).

Diese Arbeit fuhrte zur Analyse der Eigenschaftemereweiteren Uratoxidase. Das
UratoxidaseGen stammt aus einer nicht-konventionellen Hefadetn wurde das
UratoxidaseGen Uberexprimiert und die rekombinante Uratoxaedeergleichend unter-
sucht. Die purinabbauenden Enzyme wurden fir diduRéon des Puringehaltes in

Lebensmitteln verwendet.

1.7 Die HefeArxula adeninivorans

Hefen sind einfach organisierte, einzellige Eukéago die sich schnell an wechselnde
Umweltbedingungen anpassen. In dieser Arbeit wirtd Anadeninivoransine Hefe

vorgestellt, die purinabbauende Enzyme besitzt.

Erstmals wurde die Hefé. adeninivorans1984 von Middelhoveret al. [138] als
Trichosporon adeninovorarnseschrieben. Die Hefe wird zu den Ascomyceten lgeza
Der WildtypstammT. adeninovorand S3 wurde aus einem Holzhydrolysat in Sibirien
(Russland) isoliert und aufgrund von DNA-Reassaamstudien taxonomisch der Typ-
kultur T. adeninovoran€BS 8244 zugeordnet [139]. Van der W&l reklassifizierte
diese Hefe in die Gattunfyrxula [140]. Im Jahre 2007 erfolgte eine Umbenennung der
Hefe in Blastobotrys adeninivoran$l41]; bis heute setzte sich jedoch der Name
A. adeninivoransdurch. Die nicht-konventionelle, nicht-pathogeaeamorphe, xero-
tolerante, arthroconidiale Hef&. adeninivoransgehort zur Familie de€andidaceae
[140].

In der Vergangenheit wurden bereits unter andedgemde biotechnologisch interes-
sante Enzyme inA. adeninivoranssynthetisiert: Lipase (Aliplp) [142], Tannase
(Atanlp) [143], Alkohol-Dehydrogenase (RR-ADH) [144d Invertase (Ainvp) [145].
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A. adeninivorangrerfigt Uber eine Vielzahl von biochemischen Egpraften, die die
Hefe als Produzenten von biotechnologisch relevaRteteinen auszeichnet. Die Hefe
besitzt die Fahigkeit, ein groRes Spektrum von Baten zu assimilieren und sie als
Kohlenstoff-, Stickstoff- und/oder Energiequelle werwenden. Bei diesen Substraten
handelt es sich um-Alkane, I6sliche Starke [139], Polyalkohol und angsche S&uren
[146] bzw. Tannin und Gallotannin [143] als Kohlwifjuelle sowie Nitrat als
Stickstoffquelle [147]. Aul3erdem zeigte die TypkultA. adeninivoransCBS 8244
Wachstum mit Purinen, wie Harnsaure, Adenin unddxgnthin [138] als Kohlenstoff-

bzw. Stickstoffquelle.

Von physiologischer Bedeutung ist die Osmo- (Waatsbis zu einer Salzkonzen-
tration von 20 % NaCl) sowie die Thermotoleranz (Wsium bis zu einer Kultivie-

rungstemperatur von 48 °C) der Hefe [148, 149].485C bilden sich Mycelstrukturen
aus. Die veranderte Morphologie beruht auf einemptraturabhangigen reversiblen
Dimorphismus, der mit einer veranderten Genexpoassinhergeht [148].

1.8 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung eines neuAnsatzes zur Vorbeugung von
Hyperurikdmie. Bisher kann die krankheitserregeiddensaure, Endprodukt des Purin-
abbaus im Menschen, durch medikamentdse Behandhshgiert, ihre Ausscheidung
gefordert oder deren Synthese unterbunden werdelperNeiner dieser beschriebenen
Langzeittherapien werden dem Patienten eine veriagdufnahme von Purinen tber
die Nahrung sowie der vollstandige Verzicht auf gtlkl empfohlen. Fir den neuen
Ansatz zur Prophylaxe vor erh6hten Harnsédurekonagomen im Blutserum sollen
Lebensmittel mit purinabbauenden Enzymen, welcheHitie einer Hefe zu synthe-
tisieren sind, versetzt und dadurch die krankheggende Harnsdure zum funf- bis

zehnmal besser I6slichen Allantoin abgebaut werden.

Dafur wurde zunachst ein Organismus benotigt, deipdrinabbauenden Enzyme syn-
thetisiert. Aus Voruntersuchungen war bekannt, dassdeninivoransLS3 in Kulti-

vierungsmedien mit Purinen als alleinige Stickgjo#flle wachst. Anhand dieses Ergeb-
nisses sowie einem Homologievergleich auf Aminosdbene mit bereits beschrie-

benen purinabbauenden Enzymen anderer Organisniéensdie katabolischen En-
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zyme des Purinstoffwechsels im vollstandig sequestesn Genom voA. adeninivorans
LS3 bestatigt werden.

Fur die Behandlung von Lebensmitteln war es notigereine hohe Menge enzyma-
tisch aktiver purinabbauender Enzyme zu akkumuilieBafur wurden die Regulation
der Guanin-Deaminaseind derUratoxidaseausA. adeninivorand-S3 auf der Ebene

der Genexpression sowie die enzymatischen Aktesdtader endogenen Agdap und
Auoxp untersucht. Bei vorhandener Regulation dene@pression und/oder geringer
Akkumulation der Enzyme sollte eine Uberexpressitih einer etablierten Transfor-

mations-/Expressionsplattform durchgefihrt werd®ie.so synthetisierte rekombinante
Guanin-Deaminase bzw. Uratoxidase wurden bezighcér biochemischen Eigen-

schaften mit den endogenen Enzymen des Wildtypseswarglichen.

Zum Nachweis von Purinen in Lebensmitteln wurde\énfahren zur Quantifizierung
der einzelnen Purine entwickelt. Die rekombinarEezayme wurden dabei einzeln bzw.
als Gemisch den Lebensmitteln zugesetzt, wodunch enzymatische Reduktion der

Purine, speziell Harnsaure, ermdglicht werdenesollt

Fur Patienten mit Hyperurikdmie bietet diese Arbe#ue Hoffnung auf eine ab-
wechslungsreiche Erndhrung, bei der Purine durdyreatische Verfahren direkt in
den Lebensmitteln zu dem besser |6slichen Allaratigebaut werden konnen.
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KAPITEL 2—MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Gerate

Es wurden Uberwiegend Chemikalien der Firmen Mgi@krmstadt, Deutschland),
Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA), Carl Roth GrhljKarlsruhe, Deutschland) und
Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Deutschlamgjesetzt.

Die Tabelle 2-1 dient der Auflistung verwendeter&ie.

Tab. 2-1. Verwendete Gerate.

Gerat Hersteller/Vertrieb Sitz der Firma
. . - Cambridge,
Picodrop — PICO 100 Picodrop Limited GroRbritannien
Schuttelschrank — Multitron Standard INFORS HT Bottmingen, Schweiz
Schwingmuhle — Mixer Mill MM 400 Retsch Haan, Deatltand
Silikakugeln — 0,5 mm BioSpec Products OklahomaAUS
Spektrophotomestz:igslnfmf?elVIZOO Pro Tecan Crailsheim, Deutschland
Thermomixer 5436 Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Zentrifuge — Eppendorf Zentrifuge 5810R Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Zentrifuge — Herae(isFresco1? Thermo F:zger Scientific Walthman, USA
Zentrifuge — Sorvall RC5C Plus Thermo F:zger Scientific Walthman, USA

2.1.2 Mikroorganismen

In der Tabelle 2-2 sind die benutzten Mikroorgarésnmit ihrem Genotyp sowie ihrer
Herkunft aufgefihrt.

Tab. 2-2. VerwendeteE. coli- und Hefestamme.

Stamm Genotyp Herkunft Referenz
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
E. coli XL1-Blue supE44 relAl la¢F’ proAB Stratagene, La Jolla, USA [150]
lac1Z M15Tn10 (Tef)]
A- adeninvorans Wildtyp Sibirien, Russland [139, 151]
A. adeninivorans » IPK, Gatersleben,
G1212 aleu2 atrpl::ALEU2 Deutschland [152]
H. polymorpha _ Rhein Biotech GmbH,
RB11 odcl=ura3 Dusseldorf, Deutschland [153]
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2.1.3 Vektoren fur molekularbiologische Arbeiten

Die Tabelle 2-3 zeigt alle Vektoren, die fur dierchgefiihrten molekularbiologischen

Arbeiten zur Verfiigung standen.

Tab. 2-3. Donor- und Rezipientenvektoren fur die Kbnierungsarbeiten.

Name Resistenz/Marker Referenz
pBS-MOX-FMD-PHO5-EBN1 Amp IPK, Gatersleben, Deutschland
pBS-TEF1-PHO5-SA Amip [1, 154]
pBS-TEF1-PHO5-SS Anip [142, 154]
pCR4’-TOPO-AURA3mMmMmM Kah Amp' [144]
pCR4A”-TOPO-AYNI1-ATAN1-PHO5 Kah Amp’ IPK, Gatersleben, Deutschland
Xplor2.2 KarVALEU2m [1]

2.1.4 Gene fiur molekularbiologische Arbeiten

Die Tabelle 2-4 dient der Zusammenfassung allereGGeimschlieRlich ihrer Promotoren

und Terminatoren, die in dieser Arbeit Verwenduaigden.

Tab. 2-4. Bezeichnung der Gene fiir die Klonierungsheiten.

Gezielte Modifikation mittels PCR fiihrte zur Entfeng von Erkennungssequenzen fur Restriktions-
endonukleasen (RENBal (%), Sal, Afd und Spé (°). Gen stammt urspriinglich atfs polymorpha(®).
Gen stammt urspriinglich a8s cerevisiag”).

Genname Protein-/Enzymname EC-Nummer Referenz
25S-rDNA 25S-ribosomale DNA - [155]
AGDA Guanin-Deaminase 3.5.4.3 diese Arbeit
AHSB4 Histon H4 - [156]
ALEU2 -Isopropylmalat-Dehydrogenase 1.1.1.85 [157]
ALG9 -1,2-Mannosyltransferase 2.4.1.131 diese Arbeit
ATRP1 Phosphoribosylanthranilat-lsomerase 5.3.1.24 [152]
ATRP1M Phosphoribosylanthranilat-lsomerase 5.3.1.24 [143]
AURA3 Orotidin-5‘-Phosphat-Decarboxlyase 4.1.1.23 [144]
AURA3mmMh Orotidin-5‘-Phosphat-Decarboxlyase 4.1.1.23 [144]
AUOX Uratoxidase 1.7.3.3 diese Arbeit
AYNI1 Nitritreduktase 1.7.7.1 [147]
FMD*® Formiat-Dehydrogenase 1.2.1.2 [158]
PHOS Saure Phosphatase 3.1.3.2 [159]
TEF1 Transkriptionselongationsfaktor 1 - [160]
TFIID Transkriptionsfaktor 11D - diese Arbeit

2.1.5 Oligonukleotide

Die Synthese der Oligonukleotide (Tab. 2-5) erildiei Metabion (Martinsried,
Deutschland). Nach den Herstellerangaben wurde®tigmnukleotide in destilliertem

Wasser resuspendiert (100 pmoful
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Tab. 2-5. Oligonukleotide fur die Klonierung, Sequazierungen, Real-Time-PCR-Analyse und
Herstellung der DNA-Sonde fiir die Southern-Analyse.

In der Nukleotidsequenz wurden die Restriktionsgtdtellen unterstrichen und die Nukleotide, die fi
einen His-Tag kodieren, kursiv geschrieben.

Klonierung Nukleotidsequenz
AGDA3 5-TAATGCGGCCGCTTAGTTTGAGGATCCATCTTTG-3
AGDA3-His 5-TAATGCGGCCGCTTAATGGTGATGGTGATGATGTI TTGAGGA
TCCATCTTTG-3
AGDA5 5-ATTAGAATTCATGACTCGAAAGGCGTTTTGC-3
AUOX3 5-AATGCGGCCGCTTAGAGCTTAGCAGTGTTACGGGTGACAG-3
. 5-TTCACGCGGCCGCTTATGGTGATGGTGATGATGAGCTTAGC
AUOX3-His AGT-3*
AUOX5 5-ATGTAGAATTCATGTCCCATCTCTCTGCTGC-3'
AUOX5-His 5-ATTTGGAATTCATGCATCATCACCATCACCATCCATCTCTCT
GCTGCCCGTTACGG-3'
PHO5Spé 5-TTATTACTAGTCGGCCCCAGCTTGCATGCCTG-3'
TEF1Spé 5'-GTCGAGACTAGTCTCGACTTCAATCTATAATC-3'

Sequenzierung

Nukleotidsequenz

Sequ. PHO5-Prom
Sequ. TEF1-Term

5'-CTGCAGATTTTAATCTTTCG-3'
5-GTCAACTCACACCGGAAAT-3

DNA-Sonde Nukleotidsequenz
AGDA3 5-TAATGCGGCCGCTTAGTTTGAGGATCCATCTTTG-3'
AGDA5 5-ATTAGAATTCATGACTCGAAAGGCGTTTTGC-3*
AUOX3 5-AATGCGGCCGCTTAGAGCTTAGCAGTGTTACGGGTGACAG-3
AUOX5 5-ATGTAGAATTCATGTCCCATCTCTCTGCTGC-3*
Real-Time-PCR Nukleotidsequenz

AGDA-fw-rtPCR
AGDA-rv-rtPCR
AHSB4-fw-rtPCR
AHSB4-rv-rtPCR
ALG9-fw-rtPCR
ALGO-rv-rtPCR
AUOX-fw-rtPCR
AUOX-rv-rtPCR
TEF1-fw-rtPCR
TEF1-rv-rtPCR
TFIID-fw-rtPCR
TFID-rv-rtPCR

5-GATGACCGTAACACTCGCA-3
5-CGTACAGCAGAGGTCGAGA-3
5-CTCATTTATGAGGAGACCCG-3
5-ATAAAGAGTTCGTCCCTGTC-3
5-CATGGGCCAAGGTATACTG-3'
5-AGAATGCGACCGATACCA-3
5-GAACACTGGCAAGAACGC-3
5-CTTAGAGCTTAGCAGTGTTACG-3'
5-CTCTTGGACGATTCGCC-3'
5-CCGTTACCGACAATCTATTT-3'
5-AGTTTGTGTCTGATATTGCCTC-3'
5-GAAGAGCTTGCTACCGAACT-3'

2.2 Kultivierung der Mikroorganismen

2.2.1 Kultivierung vorkE. coliZellen

Die Kultivierung der verwendeteR. coliStamme erfolgte bei 150 Umdrehungen pro

Minute in einem temperierten Schittelschrank beP@7fur 12 bis 18 Stunden in
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flissigem LB-Medium (Luria-Bertani Medium) (Tab.&- Das Wachstum der Pro-
karyoten in Petrischalen fand auf festem LB-Medstatt. Dem Medium wurde Ampi-
cillin bzw. Kanamycin in einer Endkonzentration v@0 mg 1 bzw. 50 mgt zuge-

setzt. FUr die Lagerung der Stamme bei -80 °C wwaide 10 %-ige Glycerinkultur

hergestellt.

Tab. 2-6. Medien fir die Kultivierung von E. coli.
Die Medien wurden autoklaviert (20 min, 120 °C, @kPa) und bei 4 °C gelagert.

Aggregatzustand Medium Zusammensetzung (Hersteller)
flissig LB-Vollmedium Pulver 20 ¢'ILB Broth
fest LB-Vollmedium Agar 35 g1LB Agar

2.2.2 Kultivierung von Hefezellen

2.2.2.1 Medium und Kultivierungsbedingung der Hefken

Die Hefezellen wurden unter nicht-selektiven Bedimgen in Hefevollmedium (HVM)
oder unter selektiven Bedingungen in Hefeminimalion@dHMM) bzw. synthetischem
Minimalmedium (SD-Medium) in einem Schuttelschrapéi 150 Umdrehungen pro
Minute in flissigem Medium kultiviert (Tab. 2-7)eBBedarf wurden dem Medium zu-
satzliche Aminosauren oder Basen zugesetzt [156]\WWEachstum auf festem Medium
war durch die Zugabe von 1,6 % (w/v) Agar (Sigmatidh Corp., St. Louis, USA)
maoglich. Eine Lagerung der Hefestamme bei -80 °Olgte als 10 %-ige Glycerin-

kultur.

Die A. adeninivoransstamme wurden bei 30 °C in HMM mit einer Kohlenfgjoelle
(Zusatz 1; wenn nicht anders erwahnt 1 % Glukose) itamingemisch (Zusatz 2)
kultiviert [161]. Die verwendeten Medien untersales sich aufgrund ihrer Stickstoff-

quelle.

Der H. polymorphaRB11-Stamm wurde bei 37 °C in SD-Medium mit eik@hlen-
stoffquelle (Zusatz 1: Glycerin oder Methanol), aritingemisch (Zusatz 2), YNB (Zu-
satz 3, ,yeast nitrogen base", Sigma-Aldrich, Siuis, USA) und (NH).SO, (Zusatz
4) kultiviert.
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Tab. 2-7. Medien fir die Kultivierung von Hefen.

Samtliche Angaben beziehen sich auf einen Litee Miedien wurden autoklaviert (20 min, 120 °C,
2x10° Pa) und bei 4 °C gelagert. Vor der Nutzung der itedvurden die Zusétze beigefiigt. Zugabe von
Zusatz 5%). Zusatz wurde steril filtriert (0,1 pm PorengrpE2.

Medium/L6ésung Zusammensetzung Endkonzentration
HVM 50 g YPD Broth -
3,7 g NaNQ 43,5 mmol
6,75 g KHPO, 50 mmol I*
1,75 g KkHPO, 10 mmol I*
HMM-Nitrat 1 g MgSQ x 7 H,O 8 mmol I*
1 ml Mineraliengemisch 0,1 % (viv)
1 ml Ca(NQ);, x 4 H,0 (20 g I* Stammlésung) 0,12 mmol t*
1 ml FeC} x 6 H,0 (2 g I' Stammldsung) 0,012 mmol
Purin (Adenin, Guanfiy Harnsaurg Hypoxanthin, x mmol [*
Xanthirf)
6,75 g KHPO, 50 mmol Ii
. 1 1,75 g KHPO, 10 mmol 1
HMM-Purin (x mmol I) 1'g MgSQ x 7 HO 8 mmol I*
1 ml Mineraliengemisch 0,1 % (viv)
1 ml Ca(NQ), x 4 HO (20 g I* Stammldsung) 0,12 mmol t*
1 ml FeC} x 6 H,0 (2 g I' Stammlésung) 0,012 mmol
5 g (NH)H,PO, 43,5 mmol T
1,75 g KHPO, 10 mmol I*
1,75 g KHPO, 10 mmol I*
HMM-Ammonium 1 g MgSQ x 7 H,O 8 mmol I*
1 ml Mineraliengemisch 0,1 % (viv)
1 ml Ca(NQ); x 4 H,0 (20 g I* Stammlésung) 0,12 mmol t*
1 ml FeC} x 6 H,0 (2 g I' Stammlésung) 0,012 mmol

Kohlenstoffquelle (Glukose oder Glycerin als 20 %,5 mmol I* bzw.

Zusatz 1 w/v Stammlésung bzw. Methanol) 1-2% (wh)
Zusatz 2 5 ml Vitamingemisch 0,5 % (V/v)
Zusatz 8 25 ml 40 x YNB (67 gt Stammlésung) 2,5 % (viv)
Zusatz 4 10 ml (N®,SO, (500 g I* Stammldsung) 37,8 mmot |
Zusatz 5 50 ml Natrium-Citrat (gesattigte Lésung) 0% (VIv)
500 mg HBO; 6,4 mmol I*
100 mg CuSQx 4 H,O 0,63 mmol 1
100 mg KI 0,6 mmol I*
Mineraliengemisch 400 mg MnSQ@x 4 H,0O 2,65 mmol t*
400 mg ZnSQ@x 7 H,0 2,48 mmol t*
200 mg NaMoO, 0,97 mmol 1
100 mg CoGl 0,77 mmol 1
4 mg Biotin 0,016 mmol
400 mg Ca-D-Pantothenat 1,53 mmol 1
Vitamingemisch 4glnosit 22,2 mmol 1i
100 mg Nikotinsaure 0,81 mmol1
400 mg Pyridoxin 2,36 mmol t*
400 mg Thiamindichlorid 1,19 mmol t*

2.2.2.2 Kultivierung der Hefe mit verschiedenen koistoff- bzw. Stickstoffquellen

Fur die Untersuchungen zum Wachstumsverhalten éé A adeninivorand.S3 auf
Purinen wurde in HMM-Glukose-Nitrat (vgl. Tab. 2-&ne 24 h-Hefevorkultur ange-
zogen. Nach mehrmaligem Waschen mit physiologisBloehsalziésung [0,9 % (w/v)

NaCl] wurden die Zellen in der genannten LosungWi@itere 24 Stunden kultiviert.

23



KAPITEL 2—MATERIAL UND METHODEN

Diese Zellen dienten der Einstellung einer optiscbéchte bei 600 nm von 0,1 (vgl.
Abschnitt 2.2.3) in 50 ml des nachfolgend erlaatemediums.

Die Kohlenstoffquelle wurde in HMM-Nitrat (vgl. TaB-7) mit 5 mmolT einer
Kohlenstoffquelle analysiert. Die Untersuchungerr Atickstoffquelle wurden in
HMM-Purin (5 mmol 1) (vgl. Tab. 2-7) mit 5 mmoli Glukose durchgefiihrt. Das
Wachstumsverhaltens der Hefe auf Purin als komtteri&Kohlenstoff- und Stickstoff-
quelle erfolgte in HMM-Purin (5 mmotY) (vgl. Tab. 2-7) ohne Zusatz einer Kohlen-

stoffquelle.

2.2.2.3 Kultivierung vorA. adeninivorand.S3 zur Induktion purinabbauender Enzyme

Zur Induktion der purinabbauenden Enzyme wurden Kigfezellen nach einer
24-stundigen Vorkultur in HMM-Glukose-Nitrat bzwAmmonium (vgl. Tab. 2-7) vom
Medium abgetrennt und in HMM-Glukose-Purin (x mmid) (vgl. Tab. 2-7) umgesetzt.
Die Stoffmengenkonzentration des Induktors sowie dalumen des Mediums richte-
ten sich nach der untersuchten Thematik. Nach mearbiationszeit wurden die Zellen
als 2 ml-Proben oder als gesamte Probe mit einera¢t§ Frescol?“- bzw. ,Sorvall
RC5C Plus“-Zentrifuge (5 000g, 5 min, 4 °C) geerntet und vor der Analyse der-Pro

ben oder der Lagerung bei -20 °C zweimal mit destiem Wasser gewaschen.

2.2.2.4 Kultivierung der Hefetransformanden

Die Kultivierung der Transformanden mitEF1-Promotor erfolgte tGber maximal
96 Stunden in HMM-Glukose-Nitrat oder —Ammonium I(v@ab. 2-7). Eine Trennung
der Phasen in Wachstum und Produktion wurde funsfcamanden mit induzierbarem
Promotor nach der Tabelle 2-8 durchgefuhrt. Altemavurden A. adeninivorans

Transformanden mit induzierbarem Promotor ohners¢paVachstumsphase kultiviert.
Die Inokulation einer Kultur mitH. polymorphaTransformanden erfolgte mit

Hefezellen einer Vorkultur in HVM.

Tab. 2-8. Medium zur Kultivierung mit getrennter Wachstums- und Produktionsphase.

Promotor Wachstumsphase Produktionsphase
AYNI1 HMM-Glukose-Ammonium HMM-Glukose-Nitrat
FMD SD-Medium (2 % Glycerin) SD-Medium (1 % Methanol)

Fur die Selektion der Transformanden wurden didedein 2 ml Medium in einer
24er Deepwellplatte bei 350 Umdrehungen pro MinateSchuttelschrank inkubiert.
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Die Zellen wurden zum Wechsel des Mediums zentigfuid,,Eppendorf Centrifuge®,
3 000 xg, 10 min, 22 °C), der Uberstand dekantiert undrenes Medium den Hefe-
zellen zugesetzt. Nach der Produktionsphase wuldgemransformanden geerntet, ge-

waschen und analysiert bzw. bei -20 °C gelagert.

2.2.2.5 Stabilisierung der integrierten Transfoioragkassette

Die Stabilisierung erfolgte nach einer modifizierterozedur von Klabundst al.[162]
Uber einen Zeitraum von drei Wochen in 500 pl Medi(vgl. Abschnitt 2.2.2.1) in
einer 96er Deepwellplatte. Die ersten sieben Passéanden in selektivem Medium
(HMM-Glukose-Ammonium bzw. SD-Medium mit 2 % Gluk®sin einem 48-stln-
digen Intervall statt. Die Inokulation einer Passagfolgte unter Verwendung von
jeweils 10 pl der vorangegangenen Kultur. Danachdem zwei Passagen in nicht-
selektivem Medium (HVM) in einem 24-stindigen Inat und abschliel3end eine
Kultivierung in selektivem Medium durchgefiihrt. Didefen wurden auf selektivem

Medium ausgetropft und bei 4 °C gelagert.

2.2.3 Wachstumsuberwachung mit Hilfe der optisdbemte

Die Ermittlung der optischen Dichte (@f3.n) der Hefezellen erfolgte mit Einmal-
kivetten oder in den Wells einer 96er Mikrotitetfga Nach einem Schuttelintervall
von 10 Sekunden wurden die Proben bei einer Wélhgd von 600 nm in einem
Spektrophotometer gemessen [163]. Bei hoher Zélldigvurde eine Verdinnung der

Zellen hergestellt.

2.2.4 Trockengewicht (TG) der Zellen

Das Trockengewicht der Hefezellen wurde mit Hilfieee 1 ml-Probe bestimmt. Nach
der Entnahme der Probe wurde diese zweimal mitlide$seém Wasser gewaschen und
anschliel3end getrocknet, bis keine Veranderund/idsse mehr feststellbar war [164].

2.2.5 Mikroskopie von Hefezellen

Die mikroskopischen Aufnahmen der Hefezellen entita mit einem konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskop (,CLSM Zeiss LSM 510 METAYena, Deutschland), das

mit Differentialinterferenzkontrast ausgestattetrwin hochauflosendes Wasserob-
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jektiv (63x NA 1.2) mit einem Zoomfaktor von 4 filarzu einer maximalen Auflésung
der Bilder mit 512 x 512 Pixel.

2.2.6 Farbung der Hefezellen durch UratoxidaseAtkit

Die Farbung der Transformanden durch Uratoxidasividdt erfolgte mit frischem
Zellmaterial. Die Kultivierung der Hefen fand intRschalen mit HMM-Glukose-Nitrat
oder -Ammonium (vgl. Tab. 2-7) fur 24 h statt. Imgkhluss wurden die Hefezellen auf
Blotting-Papier B002 (580 x 600 mm, Heinemann La&bdhinik GmbH, Goéttingen,
Deutschland) gestempelt und fiir 60 min bei 37 °Caimer Farbelésung behandelt. Bei
der Farbeldésung handelte es sich um eine Modiikatiach Dmytruket al. [129]
[10 ml Natrium-Borat-Puffer/0,1 mot'lpH 8,8; 8 U Meerrettich-Peroxidase; 0,05 %
(w/v) -Dianisidin; 0,1 % (w/v) Digitonin; 0,01 % (w/v) Hasaure].

2.3 Molekularbiologische Methoden fir den Umgang miDNA

2.3.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR [165] fand Verwendung bei der Amplifikatimon DNA-Sequenzen ent-
sprechend der Angaben des Herstellers fur die Ktang von Genen, zur Herstellung
von DNA-Sonden sowie zur Kontrolle von DNA-freieNR bzw. der cDNA-Synthese.
Das Temperatur- und Zeitregime der einzelnen PORHBE sowie die Anzahl der
Zyklen richteten sich nach den SchmelztemperatdenOligonukleotide, der Lange

der amplifizierten DNA-Sequenz und der verwendéelymerase.

Fur Klonierungsarbeiten wurde die ,DreamT4qGreen DNA Polymerase* (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) benutzt. Diterstellung der DNA-Sonde
erfolgte mit dem ,PCR DIG Probe Synthesis“-Kit vBoche Applied Science (Mann-
heim, Deutschland). Der ,KAPA2® Fast 2 x Ready“-Mix von peglab (Erlangen,
Deutschland) fand Anwendung bei der Kontrolle vohNAfreier RNA bzw. der
cDNA-Synthese.

2.3.2 DNA-Verdau durch RestriktionsendonukleaseBNIR

Die Restriktion von Plasmid-DNA oder anderen DNA§imenten erfolgte nach den

Herstellerangaben mit herkémmlichen oder ,FastDffeREN von Thermo Fisher
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Scientific Inc. (Waltham, USA). Ein DNA-Verdau mitehreren REN wurde ebenfalls
nach den Herstellerangaben durchgefihrt.

2.3.3 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Die Religation von Vektor-DNA wurde durch Entferrquder 5'-terminalen Phosphat-
gruppe mit einer alkalischen Phosphatase (,alkdfihesphatase, Calf Intestinal, CIP*,
New England BioLalds Inc., Ipswich, USA) vermieden. Die Vorgehensweisteden

Herstellerangaben zu entnehmen.

2.3.4 DNA-Gelelektrophorese

Die DNA-Gelelektrophorese fand in einem horizomalegarosegel [0,8 bis 1,5 %
(w/v) Agarose; 0,01 % (v/v) Ethidiumbromid] in Geza der Firma Bio-Rad Labora-
tories (Hercules, USA) statt [150]. Als Laufpuffeurde TBE-Puffer [0,1 mold Tris/
pH 8,3; 90 mmolt Borsaure; 2,5 mmoll EDTA] verwendet. Die DNA-Proben
wurden im Verhéltnis von 3:1 mit Probenpuffer [50(#4v) Glycerin; 10 mmolf Tris;
0,05 % (w/v) SDS; 0,2 % (w/v) Bromphenolblau] vesoht, bevor das Gemisch in die
Slots des Agarosegels aufgetragen und bei 80 Hisvi16lektrophoretisch getrennt
wurde. Als DNA-GréRenmarker wurde ,GeneRUerDNA Ladder“-Mix (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) genutzt. Naswertung erfolgte mit UV-Licht
(Gene Genius, SynGene, Cambridge, GroRbritannien).

2.3.5 DNA-Extraktion aus Agarosegel und Reinigupg NA nach einer PCR

Die DNA-Extraktion aus dem Agarosegel (vgl. AbsthRi3.4) sowie die Reinigung

der DNA-Fragmente nach einer PCR (vgl. Abschn8tD. wurde mit dem ,Nucleo

Spir® Extract I1“-Kit von Macherey-Nagel (Diiren, Deutsahd) nach den Angaben des
Herstellers durchgefihrt.

2.3.6 DNA-Ligation

Die DNA-Ligation wurde mit der T4-DNA-Ligase (TheanFisher Scientific Inc.,
Waltham, USA) ausgefuhrt. Dazu wurden das DNA-Fragimund der Vektor nach
deren Restriktion (vgl. Abschnitt 2.3.2) und derpbBesphorylierung der Vektor-DNA
(vgl. Abschnitt 2.3.3) mit Ligase-Puffer und T4-DNAgase versehen und fur 10 Mi-
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nuten bei 22 °C oder fiir 16 Stunden bei 12 °C intpum ein rekombinantes DNA-
Molekil zu erhalten.

2.3.7 Transformation von Plasmid-DNA B coli

Nach der Methode von Inouet al. [166] begann die Herstellung von kompetenten
E. coltZellen mit der Kultivierung einek. colirVorkultur in 250 ml SOB-Medium

[2 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 0,05 @&/v) NaCl; 0,015 % (w/v) KCI;
10 mmol I* MgCl, x 6 HO; 10 mmol t* MgSQ, x 7 H,O] bei 18 °C auf eine Oddo nm
von 0,55. Nach der Inkubation der Kultur fir 10 raunf Eis und der Zentrifugation bei
2 500 xg (10 min, 4 °C) wurde das Zellpellet mit 50 ml leait TB-Puffer [10 mmolt
Pipes/pH 6,7/KOH; 55 mmof MnCl,; 15 mmol I* CaCh; 250 mmol t* KCI] schiit-
telnd resuspendiert und erneut zentrifugiert. Daskene Pellet wurde in 20 ml kaltem
TB-Puffer mit 1,5 ml Dimethylsulfoxid gel6st, 10 mauf Eis inkubiert, aliquotiert und

bei -80 °C gelagert.

Den kompetentek. coli-Zellen wurde der Ligationsansatz (vgl. Abschnif.@) zuge-

setzt. Nach einer 30-minutigen Inkubation auf Biskte ein Hitzeschock bei 42 °C fur
maximal 90 Sekunden und ein Kalteschock auf Eis2fimin auf die Zellen bevor die
Zellen mit Regenerationsmediums SOC [SOB-Mediung %,(w/v) Glukose] ver-

sehen, fur 30 min bei 37 °C geschiittelt und schtiefauf LB-Medium mit den ent-
sprechenden Antibiotika (vgl. Abschnitt 2.2.1) da#fpert und kultiviert wurden.

2.3.8 Transformation von DNA ifA. adeninivoran$51212

Die Herstellung kompetentdt. adeninivorangs1212-Zellen erfolgte nach einer modi-
fizierten Methode von Fabest al. [167]. Eine Vorkultur mitA. adeninivorang1212
wurde in 200 ml HVM mit 0,005 % (w/v) Tryptophanskiu einer Oy nm 0,9 bis 1,0
kultiviert. Die Zellen wurden zentrifugiert (3 060y, 5 min, 22 °C), das Pellet in
10 ml Natrium-Phosphat-Puffer (50 mmdlpH 7,5) mit 25 mmolt DTT resuspen-
diert, fur 20 min bei 30 °C inkubiert und erneunizgugiert. Das in 50 ml STM-Puffer
[270 mmol I* Saccharose; 10 mmét ITris/pH 7,5/HCI; 1 mmolt MgCl, x 6 HO]
aufgenommene Pellet wurde zentrifugiert und stutgsevin 25 ml bzw. in 0,25 ml

STM-Puffer geldst. Die aliquotierten kompetentetiedewurden bei -80 °C gelagert.
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Die integrative Transformation von 1 bis 3 ug lireeagereinigter DNA in kompetente
A. adeninivoransgG1212-Zellen erfolgte nach einer modifizierten Mete von Rdsel
und Kunze [168]. Die DNA wurde zusammen mit 0,1 @grrier-DNA (Herings-
sperma-DNA, 5 min, 95 °C) zu den kompetenten Zefjegeben, bevor diese kraftig
(5 min, 30 °C) geschiittelt, mit Transformationspufi. [40 % PEG 1000; 0,2 mot |
Bicine/pH 8,35/NaOH] vermischt und fur 1 Stunde B8i°C inkubiert wurden. Nach-
folgend wurden die Zellen zentrifugiert (3 00@,x5 min, 22 °C), in 1 ml Transforma-
tionspuffer 2 [0,15 molt NaCl; 10 mmolT Bicine/pH 8,35/NaOH] resuspendiert,
erneut zentrifugiert und in 400 pl Transformatiaufégr 2 aufgenommen. Die Zellen
wurden ausplattiert auf Petrischalen mit HMM-Gludgsmmonium mit 0,3125 ug
Tryptophan mif (vgl. Abschnitt 2.2.2.1) und kultiviert.

2.3.9 Transformation von DNA iH. polymorphaRB11

Die Herstellung kompetentét. polymorphaRB11-Zellen basierte auf der Methode von
Faberet al. [167]. Eine Vorkultur mitH. polymorphaRB11-Zellen wurde in 200 ml
HVM mit 0,005 % (w/v) Uracil bis zu einer Qg »mVvon 0,9-1,0 kultiviert, bevor die
Zellen zentrifugiert (3 000 g, 5 min, 22 °C) wurden, und das Pellet in 10 mirNat-
Phosphat-Puffer (50 mmotpH 7,5) mit 25 mmolt DTT resuspendiert und 20 min
bei 37 °C inkubiert wurde. Nach dreimaliger Zenig&tion wurde das Pellet in 50 ml,
25 ml bzw. 0,25 ml STM-Puffer [270 mmét ISaccharose; 10 mmét [Tris/pH 7,5/
HCI; 1 mmol I' MgCl, x 6 H,0] geldst. Die aliquotierten Zellen wurden bei @D

gelagert.

Die integrative Transformation erfolgte mit 1 biu@ linearer, gereinigter DNA in
einer Porationskiivette (,Gene Pufé@uvette*, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)
bei 2,0 kV, 25 puF und 200 (,Gene Pulséf, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA).
AnschlieRend wurden die Zellen in 1 ml HVM fur béi 37 °C und 800 Umdrehungen
pro Minute in einem Thermomixer inkubiert, zweinzantrifugiert (1 500 )y, 2 min,
22 °C) und in 1 ml bzw. 400 pul destilliertem Wassesuspendiert. Die Zellen wurden
auf Petrischalen mit SD-Medium (vgl. Abschnitt 2.2) ausplattiert und kultiviert.
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2.3.10 DNA-Préparation

2.3.10.1 Minipraparation voB. coliPlasmid-DNA

Fur die Isolation der Plasmid-DNA aus. coli fanden die Ldsungen von Qiagen
(Hilden, Deutschland) Verwendung. Das Zellpelletegi2 mlE. col-Kultur wurde in
200 pl Puffer 1 (4 °C mit 20 pg thiRNase A) auf dem Vortexer resuspendiert, bevor
die Zugabe von 200 ul Puffer 2 erfolgte. Nach ein&ubation (3 min, 22 °C) wurden
dem Gemisch 200 pl Puffer 3 (4 °C) zugesetzt, deskiRonsansatz durch Invertieren
homogenisiert, auf Eis inkubiert (5 min) und zdntgiert (10 000 >g, 20 min, 4 °C).
Der klare Uberstand wurde entnommen, mit 350 pprigpanol vermischt und nach
einer Inkubation (2 min, 22 °C) erneut zentrifugi€tO 000 xg, 25 min, 4 °C). Das
Pellet wurde mit 70 %-igem Ethanol gewaschen. D&wolol wurde durch Zentri-
fugation (10 000 g, 3 min, 4 °C) und Trocknung entfernt. Die DNA warthit 50 pl

destilliertem Wasser gelost.

2.3.10.2 Midipraparation voB. coliPlasmid-DNA

Die Isolation erfolgte mit dem ,Plasmid DNA Puriiton (NucleoBon8 Xtra Midi/
Maxi)“-Kit nach den Angaben des Herstellers Mackedagel (Duren, Deutschland).

2.3.10.3 Isolation genomischer DNA aus Hefen

Die genomische DNA wurde nach einer modifizierteretivbde von Hoffman und
Winston [169] aus 2 ml Hefezellen einer HVM-Kultigoliert, mit 500 pl destilliertem
Wasser gewaschen und schlieBlich in 200 pl Exwakpuffer [10 mmol?t Tris/pH
8,0; 100 mmol Tt NaCl; 1 mmol T EDTA; 2 % (w/v) Triton X-100; 1 % (w/v) SDS]
gelést. Dem Reaktionsansatz wurden etwa 50 mg aRiigeln und 200 pl Phenol/
Chloroform/lsoamylalkohol (25:24:1, pH 7,5) zugesetbevor das Gemisch 1 min
durch einen Vortexer homogenisiert wurde. Nach degabe von 200 pl TE-Puffer
[10 mmol I* Tris/pH 8,0; 1 mmolt EDTA] wurde die Probe erneut gevortext und
schlielich zentrifugiert (10 000g 5 min, 4 °C). Von der oberen Phase wurden 400 pl
abgenommen, mit 100 pl Qiagen Puffer 1 (Hilden, tBehiand) versetzt, alles 10 min
bei 22 °C inkubiert und erneut zentrifugiert. DimBen wurden mit 500 pl Isopropanol
und 50 pl Natrium-Acetat (3 mol) versehen, bevor ein Zentrifugationsschritt etialg
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Die DNA wurde mit 100 pl 80 %-igem Ethanol gewaschaen der Luft getrocknet und
in 50 pl destilliertem Wasser resuspendiert.

2.3.11 Konzentrationsbestimmung DNA

Die Konzentration und die Qualitat der gereinigNA wurden mit dem Picodrop

ermittelt.

2.3.12 Southern-Blot-Analyse

Der Nachweis der stabilen Integration von DNA ie denomische DNA erfolgte mit
Hilfe einer Southern-Blot-Analyse. Dafur wurden & genomische DNA (vgl. Ab-
schnitt 2.3.10.3) mit REN (vgl. Abschnitt 2.3.2)rdaut, Probenpuffer zugesetzt und
elektrophoretisch getrennt (vgl. Abschnitt 2.3.Bas DNA-Gel wurde fir 10 min in
0,2 mol I* HCI geschiittelt und in Transferpuffer [0,4 m6lNaOH; 1 mol T NaCl]
Uberfuihrt. Die Nylonmembran (Porengréf3e 0,45 mnag@n, Hilden, Deutschland)
wurde in Transferpuffer befeuchtet. Der Blot-Vorgaarfolgte mittels Kapillarblot
[150] tber 16 h. Im Anschluss wurde die Nylonmembia Neutralisationspuffer
[0,5 mol I* Tris/pH 7,2/HCI; 1 molt NaCl] geschiittelt und luftgetrocknet.

Fur die Hybridisierung wurde die Nylonmembran inCSBuffer [75 mmol T NaCl;
7,5 mmol 1* Natrium-Citrat] geschiittelt und in ,R8tHybriquick“-Lésung (Carl Roth
GmbH, Karlsruhe, Deutschland) fir 3 h bei 63 °C dhinaturierter Heringssperma-
DNA (5 min, 95 °C) prahybridisiert. Die Hybridisigmg erfolgte mit der hitzedenatu-
rierten DNA-Sonde (vgl. Abschnitt 2.3.1) fur 16 bit63 °C unter leichtem Schutteln.
Das Waschen der Membran wurde entsprechend detetterangaben (RdtiHybri-
quick) bei 63 °C durchgefihrt. Das Signal wurde dem ,DIG Nucleic Acid Detec-
tion“-Kit von Roche Applied Science (Mannheim, Dsthiland) detektiert. Fur die
Farbsubstratlosung wurde eine NBT/BCIP-Tablette Wuothe Applied Science im

Detektionspuffer geldst.

2.3.13 DNA-Sequenzierung

Fur die Sequenzierung wurde 1 pl Plasmid-DNA [0i® bng, 1:20 (v/v) in destil-
liertem Wasser] verwendet. Vor der Sequenzierufgge eine TempliPfi-Amplifi-
zierung. Die Sequenzierung wurde in der Arbeitsgeupranskriptomanalyse im IPK
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(Gatersleben, Deutschland) durchgefuhrt. Die Ausvngy der DNA-Sequenzen erfolgte
mit der ,Vector NTf“-Software von Invitrogen AG (Carlsbad, USA).

2.4 Molekularbiologische Methoden fir den Umgang miRNA

2.4.1 Praparation der Gesamt-RNA

Die kultivierten A. adeninivoransLS3-Zellen (vgl. Abschnitt 2.2.2.3) wurden mit
0,1 % (v/v) DEPC-Wasser gewaschen, bei -80 °C gelagnd die RNA nach einer
modifizierten Methode von Logemaret al. [170] isoliert. Der Aufschluss der Hefe-
zellen erfolgte mit 500 pl Silikakugeln und 500 ttraktionspuffer [8 mol't Guani-
din-Hydrochlorid/pH 7,0; 20 mmotYl MES; 20 mmolt EDTA; 1,25 % (v/v) -Mer-
captoethanol] fur 2 min bei 30 Hz in einer Schwindne. Anschlie3end wurde der
Reaktionsansatz zentrifugiert (10 009,x3 min, 4 °C), mit 500 ul Extraktionspuffer
und 500 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (2524pH 4,5) versetzt, durch Vor-
texen homogenisiert und zentrifugiert (10 00§, XL5 min, 4 °C). Die oberste Phase
wurde nach zweimaliger Behandlung mit Phenol/Chtora/lIsoamylalkohol abge-
nommen, mit 50 pl 1 molY Essigséure und 1 ml 70 %-igem Ethanol durch e
homogenisiert und fir 10 min auf Eis inkubiert. Naginer zehnminttigen Zentri-
fugation (10 000 xj, 4 °C) wurde der Uberstand verworfen und das Pelleimal mit
600 pl Natrium-Acetat (3 mol'fpH 5,2/Essigsaure) und einmal mit 70 %-igem Ethano
gewaschen. Das luftgetrocknet Pellet wurde in 30,M1% (v/v) DEPC-Wasser resus-

pendiert.

2.4.2 Konzentrationsbestimmung RNA

Die Konzentration und die Qualitéat der gereinigefNA wurden mit dem Picodrop

ermittelt. Der Quotient ORo nr{OD2go nmSollte einen Wert von 1,7 bis 2,0 aufweisen.

2.4.3 RNA-Gelelektrophorese

Fur die gelelektrophoretische Auftrennung der RNArade 1,2 % (w/v) Agarose in
75 ml 0,1 % (v/iv) DEPC-Wasser gelost, das Gemisdh58 °C temperiert und 10 ml
MEN-Puffer [200 mmolt MOPS; 5 mmolt EDTA; 80 mmolt* Natrium-Acetat]

sowie 16,2 ml 37 %-iges vorgewarmtes Formaldehygetzt. Das Gel wurde in einen
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horizontalen Gelgiel3stdnder der Firma BioRad (MénchDeutschland) gegossen
[150]. Als Elektrophoresepuffer wurde MEN-Puffer ikferhaltnis 1:10 mit destil-

liertem Wasser verwendet.

Zur Probenvorbereitung wurde die RNA mit 2 ul MEMNHer, 2 ul 37 %-igem

Formaldehyd und 8 pl Formamid versehen. Das Gemiaglde fur 15 min bei 65 °C
inkubiert, abgekuhlt, zentrifugiert (10 00@x15 s, 4 °C) und mit 1 pl Ethidiumbromid
erganzt. Als Marker wurde ,RNA Ladder High RangetxMThermo Fisher Scientific

Inc., Waltham, USA) entsprechend der Angaben desteléers genutzt.

2.4.4 DNase |I-Behandlung und Prézipitation der RNA

Die RNA-Probe wurde durch eine ,DNase I“-Behandlufignermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA) fir 30 min bei 37 °C von geneatier DNA befreit. Die Reaktion
wurde durch den Zusatz von 1 mmolEDTA und einer Inkubation fiir 10 min bei
65 °C gestoppt. Die RNA-Extraktion erfolgte nachg@bhe von Phenol/Chloroform
(5:1) in einem Zentrifugationsschritt (2 00@x5 min, 4 °C). Die obere Phase wurde
abgenommen, mit 96 %-igem Ethanol gewaschen undajetet in einer ,DNA Speed
Vac DNA 100“Vakuumzentrifuge (Thermo Fisher Sciatinc., Waltham, USA)
[171]. Eine Kontroll-PCR Uberprifte die erfolgregctEntfernung der genomischen
DNA (vgl. Abschnitt 2.3.1).

2.4.5 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese aus der mRNA erfolgte mit denrgEStrand cDNA Synthesis®-
Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USAhtsprechend der Angaben des
Herstellers. Die synthetisierte cDNA wurde mit eifeCR (vgl. Abschnitt 2.3.1)

kontrolliert.

2.4.6 Quantifizierung der mRNA durch Real-Time-PCR

Die Quantifizierung der mRNA erfolgte mit der syetisierten, verdiinnten cDNA (vgl.
Abschnitt 2.4.5). Dafiir wurde der ,POWER SYBBreen PCR“-Master-Mix (Applied
Biosystems Inc., Forster City, USA) in einem ,ABRESM 7700 Sequence Detection*-
System (Applied Biosystems Inc., Forster City, US&) die zu untersuchenden Gene
sowie die konstitutiv exprimierten Referenzgerdi$B4[156], ALGY, TEF1 [160],
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TFIID) genutzt. In Tabelle 2-5 sind die verwendeten @ligkleotide aufgelistet. Zur
Uberprufung der Reinheit wurden Kontrollen mit Warsdzw. RNA anstelle des
cDNA-Templates durchgefiihrt. Die Real-Time-PCR-Hénzrate fir jedes Oligonuk-
leotidpaar wurde mit einer Serie verdinnter cDN#&igelt. Das nach Hellemaret al.

[172] modifizierte mathematische Model von Pfaffl7/B] wurde zur Bestimmung der

relativen Transkriptakkumulation verwendet.

2.5 Biochemische Methoden

2.5.1 Praparation von Proteinen aus Hefen

Die Praparation der intrazellularen Proteine aus ldefezellen erfolgte nach der Ab-
trennung des Kultivierungsmediums (vgl. Abschni&.2.3 bzw. 2.2.2.4). Das Zell-
pellet einer 2 ml-Probe wurde in 500 pl Kalium-Ppiwet-Puffer [100 mmor¥; pH 6,5
fur Agdap bzw. pH 8,0 fur Auoxp] aufgenommen, m@iO5ul Silikakugeln versehen
und far 3 min bei 30 Hz in einer Schwingmuihle geéstdit. Das Zellpellet grol3erer
Volumina wurde in flissigen Stickstoff eingefrorelurch Mérsern aufgeschlossen und
aufgetaut. Die Zelltrimmer beider Aufschlussmetmodeirde durch zweimalige Zen-
trifugation (11 000 >g, 10 min, 4 °C) vom Zellextrakt abgetrennt. Der tsibend wurde

fur die nachfolgenden Analysen verwendet oder 2@i°C gelagert.

2.5.2 Quantitative Bestimmung des Proteingehaltes

Der ,Bio-Rad Protein“-Assay (Bio-Rad Laboratoriedercules, USA) wurde zur
Quantifizierung des Proteingehaltes nach der voadird beschriebenen Methode
[174] benutzt. Anhand einer Eichkurve mit Rindeussealbumin als Standardprotein

wurde der Proteingehalt der Probe ermittelt.

2.5.3 Methoden zur Proteinanalyse

2.5.3.1 SDS-PAGE und Coomassie-Blau Farbung

Die Herstellung der SDS-Polyacrylamidgele (SDS-EGeléolgte nach Laemmli [175].
Die Endkonzentration im Trenngel war 12 % AcrylarfiRbtiphores& Gel 40 (37,5:1)
40 % Acrylamid:Bisacrylamid-Stammlésung im Verh&@ti37,5:1; Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland], 375 mmdi Tris/pH 8,8/HCI und 0,1 % SDS. Das Sammel-
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gel enthielt 5% Acrylamid, 125 mmot I Tris/pH 6,8/HCI und 0,1 % SDS. Fir die
Polymerisation der Gele wurde 0,1 % TEMED und 0,18S den Gemischen

zugesetzt.

Die Proteinproben wurden mit Probenpuffer [25 miffolrris/pH 6,8/HCI; 4 % SDS;
20 % Glycerol; 10 % -Mercaptoethanol; 0,2 % Bromphenolblau] im VerhaltB:1
verdunnt, hitzedenaturiert (5 min, 95 °C), zengiéut (11 000 g, 3 min, 4 °C) und auf
das SDS-Gel aufgetragen. Die SDS-Polyacrylamidgielphorese (PAGE) fand mit
SDS-PAGE-Puffer [0,2 molYi Glycin; 25 mmol T Tris/pH 8,3; 0,1 % SDSin ,Mini
Protean II“- (Bio-Rad Laboratories, Hercules, US#der ,Perfect Blu8" Twin ExW
S“-Apparaten (peglab, Erlangen, Deutschland) eatdnd der Herstellerangaben statt.
Als Protein-GroRenmarker wurde ,Page RUfePrestained Protein“-Ladder (Thermo

Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) verwendet.

Die Proteine wurden mit ,Coomassie based Instane’BL6sung (Expedeon, Harsten,
Grol3britannien) nach den Angaben des Herstelldéslge

2.5.3.2 Western-Blot und Immunodetektion

Der Transfer der Proteine eines SDS-Gels (vgl. Abst2.5.3.1) auf eine Poly-
vinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran, PorengroBel5 um, Millipore Corpo-
ration, Billerica, USA) erfolgte in einem ,Mini Ptean II“-Apparat (Bio-Rad Labora-
tories, Hercules, USA) gefillt mit Western-Blot-fisderpuffer [25 mmolt Tris/pH
8,3/HCI; 192 mmolt Glycin; 20 % (v/v) Methanol] bei 100 mA iiber mirstiens 2 h
[176].

Die PVDF-Membran wurde nach dem Western-Blot eeidpend der Angaben des
Herstellers des ,Monoclonal Anti-polyHistidine®-Akbrpers (Anti-His, produziert in
Maus, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) sowie des sekiren ,Anti-Maus 1gG-Alkaline
Phosphatase“-Antikorpers (Sigma-Aldrich, St. Loui¥SA) behandelt. Fur die
Immunodetektion wurde eine geléste NBT/BCIP-Tabkletbn Roche Applied Science

(Mannheim, Deutschland) verwendet.

2.5.3.3 Native PAGE und Farbung der Uratoxidase

Die native PAGE erfolgte nach der Prozedur von Wang Marzluf [177]. Die
Endkonzentration im Trenngel war 7,5 % AcrylamidofiRhores& Gel 40 (37,5:1)
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40 % Acrylamid:Bisacrylamid-Stammlésung im Verh&@ti37,5:1; Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland] und 90 mmdITris/pH 8,9/HCI. Das Sammelgel enthielt 4 %
Acrylamid und 55 mmolt Tris/pH 6,9/HCI. Zur Polymerisation wurden 0,05 %
TEMED und 0,05 % APS zugesetzt.

Die Proteinproben wurden mit nativen Probenpuffemjmol I* Tris/pH 8,2/HCI; 40 %
Glycerol; 0,02 % Bromphenolblau] im Verhdltnis 3vérdinnt und auf das native
Polyacrylamidgel aufgetragen. Die native PAGE fanidl PAGE-Puffer [40 mmolt
Glycin; 5 mmol I* Tris/pH 8,2] in ,Mini Protean I1“-Apparaten (Bio4®l Laboratories,
Hercules, USA) bei 10 mA statt. Als Protein-Grol3anker wurde der ,High Molecular
Weight Calibration“-Kit (GE Healthcare Bio-SciencesB, Uppsala, Schweden)

verwendet.

Die Farbung der Uratoxidase im nativen Polyacrytigal wurde nach der Methode von
Wang und Marzluf [177] durchgefuhrt. Das native yaarylamidgel wurde nach der
Auftrennung der Proteine fiir 1 h bei 37 °C in eifé@rbelosung [0,1 moll Tris/pH
8,6/HCI; 2 mmolT Harnsaure; 0,002 % (w/v) Phenazinmethosulfat; @60®@v/v)

NBT] inkubiert, bis eine Verfarbung erkennbar war.

2.5.4 Reinigung der intrazelluldren Proteine

2.5.4.1 Herstellung eines klaren Proteinextrakts

Fur die Reinigung intrazellularer Proteine wurde dallpellet einer induzierten Kultur
(vgl. Abschnitt 2.2.2.3) [Guanin-Deaminase: HMM-&bse-Hypoxanthin (5 mmot')

6 h; Uratoxidase: HMM-Glukose-Harnsaure (5 mnI8 h] aufgeschlossen (vgl. Ab-
schnitt 2.5.1). Fur die Reinigung der Guanin-Deaséwurde der Proteinextrakt mit
Hitze (30 min, 60 °C) behandelt und die hitzelabilfroteine durch Zentrifugation ab-
getrennt (10 000 g, 15 min, 4 °C).

2.5.4.2 Anionenaustauschchromatographie an DEAE&epe

Der klare Proteinextrakt wurde auf eine aktividbiEAE-Sepharose-Séaule aufgetragen
und 15 min mit Puffer A [50 mmot'l Kalium-Phosphat-Puffer/pH 7,4] gespiilt. Im
Anschluss wurde fir eine Stunde ein linearer Gradieon O bis 100 % Puffer B
[50 mmol I' Kalium-Phosphat-Puffer/pH 7,4; 0,5 mdi KCI] gefahren. Die Saule lief

mit einer Durchflussrate von 0,8 ml minEine Fraktion wurde tber einen Zeitraum
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von 3 min gesammelt. Die enzymatischen Aktivitaden Guanin-Deaminase (vgl. Ab-
schnitt 2.5.6.1) bzw. Uratoxidase (vgl. Abschnif.B.2) wurden in den einzelnen
Fraktionen ermittelt. Die Fraktionen mit erhéhtenzgmaktivitdt wurden vereint und
mittels Lyophilisation (Gefriertrocknungsanlage, rigtf BETA 1-8, Osterrode,

Deutschland) auf einen Milliliter eingeengt.

2.5.4.3 FPLC-Gelfiltration

Die Proteine wurden anhand ihrer nativen molekuldviasse tber eine Superd®x

200-Saule (HiLoal" 16/60, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsalay@den) in

einem ,BioLogic FPLC"-System (Bio-Rad Laboratoriétercules, USA) getrennt. Die
Eichung der Saule erfolgte mit blauem Dextran (@ KDa), Ferritin (443 kDa),
Katalase (232 kDa), Rinderserumalbumin (67 kDa) @whlbumin (42,8 kDa). Die
Saule wurde mit dem Laufpuffer [150 mmdl NaCl; 50 mmolf Natrium-Phosphat-
Puffer/pH 7,4] tiber 150 min mit einer Flussrate voml| min® gespiilt. Eine Frak(vgl.
Tab. tion wurde Uber einen Zeitraum von 60 s gesaimrDie Enzymaktivitat der
Guanin-Deaminase (vgl. Abschnitt 2.5.6.1) bzw. bixatase (vgl. Abschnitt 2.5.6.2)

wurde ermittelt. Die Fraktionen mit einer erhdhfddivitat wurden vereint.

2.5.4.4 Reinigung rekombinanter Proteine lber disnTldg

Fur die Reinigung der rekombinanten Proteine m#&Hag wurden die Transformanden
in 250 ml HMM-Glukose-Nitrat (vgl. Abschnitt 2.24).fur 24 h kultiviert und in 10 ml
0,1 mol I* Kalium-Phosphat-Puffer (pH 6,5 fur Agdap bzw. pH 8ir Auoxp) auf-
geschlossen (vgl. Abschnitt 2.5.1). Der Proteirakttrwurde entsprechend der Her-
stellerangaben mit 20 ml Bindepuffer [20 mmibl Tris/pH 7,9; 0,5 molt NaCl;

5 mmol I* Imidazol] und 1 ml ,Ni-NTA His Bind“-Agarose (Nowgn, Madison, USA)

vermischt und fur mindestens 90 min schittelndesifinkubiert.

Das Gemisch wurde in eine Saule dekantiert. Nacmi8Owurde die Saule geoffnet,
der Durchlauf gesammelt und erneut lber die Saateiggt. Mit 40 ml Bindepuffer
und 40 ml Waschpuffer [20 mmot ITris/pH 7,9; Imidazol (20 mmol!l fiir Guanin-

Deaminase und 100 mmédiflir Uratoxidase); 0,5 mol'l NaCl;] wurde die Saule in
aufeinanderfolgenden Schritten gespult. Die Elutsfolgte in funf Schritten mit je
einem Milliliter Elutionspuffer [20 mmort Tris/pH 7,9; 0,5 mol't NaCl; 1 mol t*

Imidazol]. Die Eluate wurden durch eine Dialyse ge&0 mmol T Kalium-Phosphat-
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Puffer (12 h) oder mit ,PD-10 Desalting“-Saulen (Gtealthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala, Schweden) vom Imidazol befreit.

2.5.5 Ermittlung der intrazellularen LokalisatioardEnzyme in der Hefezelle

Die intrazellulare Lokalisation der Proteine inredthder Hefelzelle wurde mit Zellen
einer 50 ml-Kultur und einer Qfgy nmvon 0,9 bis 1,2 (vgl. Abschnitt 2.2.3) bestimmt.
A. adeninivorans_.S3 wurde dafiir in HMM-Glukose-Adenin (2,5 mmd) lund die
Transformanden in HMM-Glukose-Nitrat kultiviert. ®iZellen wurden durch Zentri-
fugation (5 000>g, 5 min, 22 °C) geerntet, in 10 ml physiologiscl@rchsalzlésung
[0,9 % (w/v) NaCl] gewaschen und nach der Resuspens 10 ml VBM-Puffer
[5 mmol I* EDTA; 10 mmol * Tris/pH 9,0/HCI; 1 % -Mercaptoethanol] fiir 10 min
bei 22 °C inkubiert, bevor die Zellen erneut zwdima 10 ml physiologischer Koch-
salzlosung gewaschen wurden [178]. Die Zellen wauntrifugiert (5 000 x, 5 min,
22 °C), in PP-Puffer [0,3 % (w/v) lysierendes Enzyon Trichoderma harzianunn

1 mol I Sorbitol] gelést und fiir zwei bis drei Stunden igokind inkubiert, bis
mindestens 75 % der Zellen in Protoplasten umgealandirden.

Die Protoplasten wurden zentrifugiert (2 509,%5 min, 4 °C), zweimal mit 1 mofl
Sorbitol gewaschen und in einem Gemisch aus 0% 8ninol I' Sorbitol und 3,2 mi
10 mmol I Tris/pH 7,5/HCI resuspendiert [179]. Nach zweimeli Zentrifugation
(1 000 xg, 5 min, 4 °C) wurde der klare Uberstand auf eiSatcharosegradienten
(17,5 bis 40 % Saccharose) geladen. Die Fraktiongerim Gradienten erfolgte in
einem SW40 Ti-Rotor in einer Beckman L7-65 Ultraziéimge (Beckman Instruments,
Fullerton, USA) bei 100 000 g (150 min, 4 °C). Die Fraktionen (0,5 ml) wurdemvo

unten beginnend entnommen.

Der Erhalt des Saccharosegradientens wurde mitreRefraktometer (Abbe-Refrakto-
meter NAR-1T LIQUID, ATAGO CO., Tokyo, Japan) Ubsift. Die Enzymaktivitaten

wurden, wie in Abschnitt 2.5.6 beschrieben, bestimm

2.5.6 Bestimmunq der enzymatischen Aktivitét vozynen

2.5.6.1 Nachweis der Guanin-Deaminase

Die zwei biochemischen Nachweise der Guanin-Deasein@eruhen auf der Quanti-
fizierung des Guanins oder des Produktes Ammoniis Quantifizierung von Guanin
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erfolgte Uber eine spektrophotometrisch messbaraAine des Substrates Guanin [mo-
lekularer Extinktionskoeffizient: 9,0 x 10(mol cm)*] [180] bei einer Wellenlange von
250 nm. Die enzymatische Aktivitat einer 20 pl-Rrolurde in einer Mikrotiterplatte
mit 180 pl Substrat [0,1 mof|Kalium-Phosphat-Puffer/pH 8,0; 0,2 mmdl Guanin]
bei 37 °C bestimmt. Diese Bestimmungsmethode famav@ndung wéhrend des Reini-

gungsprozesses.

Der Nachweis der Ammoniumbildung erfolgte als Staddhethode nach einer modi-
fizierten Methode von Caraway [181] in drei Teilstlen (Prainkubation, Reaktion,
Farbreaktion). Wahrend der Prainkubation wurderud®robe in 0,4 ml Kalium-
Phosphat-Puffer (0,1 motipH 6,0) fir 10 min bei 55 °C inkubiert. Die Reaktider
Proben wurde durch die Zugabe von 100 pl Guani8 rtimol ') gestartet und nach
20 min bei 55 °C durch 0,1 ml 1,8 %-ige Schwefalgggestoppt. Die Kontrollen wur-
den ohne Substrat inkubiert und nacheinander niv8felsaure und Guanin versetzt.
Die Proteine wurden durch 40 pl 10 % (w/v) Natrivofframat prazipitiert. Vom
klaren Uberstand (10 000gx 3 min, 4 °C) wurden fir die Farbreaktion 0,4 mtrem-
men und mit 0,4 ml Farbreagenz [4,4 % (v/v) Phe@gD25 % (w/v) Natrium-Nitro-
prussid] und alkalischer Losung [2,5 % (w/v) NaO®Bi21 % (v/v) Natrium-Hypo-
chlorid] versehen. Der gebildete Farbkomplex (16,8i7 °C) wurde bei einer Wellen-

lange von 630 nm gemessen und mittels eines Ammmetandards quantifiziert.

2.5.6.2 Nachweis der Uratoxidase

Die enzymatische Aktivitat der Uratoxidase wurderiiden Verbrauch des Substrates
Harnsaure bzw. Uber die Bildung des Produktes Wsisdfperoxid bestimmt. Die
spektrophotometrische Analyse bei einer Wellenlaraye293 nm zeigte eine Abnahme
von Harnsaure [molekularer Extinktionskoeffizied2,2 x 181 (mol cm)*] [180] in
dem Reaktionsansatz. Die Standardreaktion in eligrotiterplatte enthielt 20 pl
Probe und 80 pl Puffer (0,1 mél IKalium-Phosphat-Puffer/pH 8,0). Die Reaktion
wurde durch die Zugabe vom Substrat (0,2 mmdfiarnsaure) gestartet und bei 37 °C
inkubiert. Eine Unit Uratoxidase-Aktivitdt wurdesatlie Fahigkeit, 1 pmol Harnsaure
pro Minute bei 37 °C in Allantoin umzusetzen, dedit

Die Bildung von Wasserstoffperoxid wurde mit Hider Messung des gebildeten roten
Farbstoffs ermittelt. Der Reaktionsansatz entlitaknol, 4-Aminoantipyrin und Peroxi-
dase laut der Angaben von Lotfy [122]. Die Reaktiaurde nach 20 min (37 °C) durch
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Ethanol gestoppt und der gebildete Farbstoff bél i nachgewiesen und mittels
eines Wasserstoffperoxidstandards quantifizieresBiMethode wurde bei der Bestim-
mung der Michaelis-Menten-Konstante sowie bei detzNng anderer Purinderivate

angewendet.

2.5.6.3 Nachweis der Glukose-6-Phosphat-Dehydrage(a-6-P-DH)

Die G-6-P-DH wurde mit der Methode von Gibeinal.[182] als Markerprotein fiir das
Zytoplasma verwendet. Die Nachweisreaktion (1. @g¢henthielt 20 ul Reaktions-
gemisch [40 mmort Tricin/pH 8,0/KOH; 10 mmolt MgCl,; 0,05 % (v/v) Triton X-
100; 0,4 mmolt NADP'] mit 5 mmol I' Glukose-6-Phosphat (Probe) oder Wasser
(Kontrolle) und 2 pl Fraktion. Dieses Gemisch wufde 20 min bei 22 °C inkubiert,
bevor die Reaktion durch die Zugabe von 20 pl Ogblth NaOH und Erwérmen
(5 min, 95 °C) gestoppt wurde. Nach dem Abkihleh Bis wurde der pH-Wert
neutralisiert (20 pl 0,5 mol'l HCI in 0,1 mol t* Tricin/pH 9,0/KOH). Das im ersten
Schritt entstandene NADPH bildete durch eine zgkis Reaktion (2. Schritt) mit
2 U mrt G-6-P-DH in 90 mmolt Tricin/pH 9,0/KOH, 0,23 mmol1 Phenazinmetho-
sulfat, 7,2 mmolt EDTA, 0,9 mmol ™ MTT und 4,5 mmolt Glukose-6-Phosphat
einen Farbkomplex, der bei einer Wellenlange vofl mn nach 20-minitiger Inku-

bation (22 °C) nachgewiesen wurde.

2.5.6.4 Nachweis der-Mannosidase

Die -Mannosidase wurde als Markerprotein fir die Vakushtersucht [183]. In die
Mikrotiterplatte wurde durch die Zugabe von 17 paRtionsgemisch [1,4 mmot|
Natrium-Acetat/pH 6,5; 1,7 mmofl -Nitro-Phenyl- -D-Manno-Pyranosid] zu 13 pl
Enzym die Reaktion gestartet. Nach einer Inkubaf®h, 30 °C) wurde die Reaktion
(50 ul 10 %-ige Trichloressigsaure) gestoppt, ziemfiert (3 000 xg, 10 min, 4 °C),
der Uberstand in eine Mikrotiterplatte pipettiendumit 125 pl 1 mol't Glycin/pH 10,4
versetzt. Der Nachweis erfolgte bei 400 nm.

2.5.6.5 Statistische Auswertung

Die Bestimmung des Mittelwertes der enzymatisché&tivikaten erfolgte, wenn nicht
anders aufgefuhrt, aus mindestens drei unabhandigdogischen Replikaten. Die

Standardabweichung entspricht der Abweichung vortelert.
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2.5.7 Proteinidentifikation

2.5.7.1 Peptididentifikation mit MALDI-TOF-Masseredgrometrie

Die relevante Proteinbande wurde nach einer SDSEPA@I. Abschnitt 2.5.3.1) aus
dem Polyacylamidgel ausgeschnitten und fur 30 maftig schittelnd in 400 pl
Waschpuffer [10 mmoli Ammoniumbicarbonat; 50 % Acetonitril] inkubiert. eD
Puffer wurde entfernt, und die Geltropfen wurdent min bei 22 °C in einem Vaku-
umkonzentrator (Concentrator 5031, Eppendorf, HambDeutschland) getrocknet.
Die Proteine wurden mit 7,5 pl Trypsinldsung [,Seqaing Grade Modified Trypsin
V511%, Promega, Mannheim, Deutschland; 10 rig j 5 mmol I* Ammoniumbicar-
bonat; 5 % Acetonitril] fur 5 h bei 37 °C inkubieRer Verdau wurde durch die Zugabe
von 1l 1% Trifluoressigsédure gestoppt, der Reakmix zentrifugiert und Uber
Nacht bei 5 °C gelagert.

Fur eine MALDI-TOF-Massenspektrometrie (MS) wurdad pl des Verdaus auf ein
MALDI ,Target (,MTP 384 target plate AnchorChip 8am*“ Bruker Daltonics,
Bremen, Deutschland) aufgetragen und mit 1 pl Mdtéisung [0,7 mg mt -Cyano-
4-Hydroxy-Zimtsaure; 1 mmoll (NH)4H,PQy; 0,1 % Trifluoressigsaure; 90 % Aceto-
nitril] bedeckt. Ein MALDI-Tandem-MS-Gerat (Ultrafktreme, Bruker Daltonics,
Bremen, Deutschland) wurde zur Bestimmung des &&pgissen-Fingerprints ver-

wendet.

2.5.7.2 Peptididentifikation mit nanoLC-ESI-Q-TOFS¥MS

Wenn eine Identifikation nach Abschnitt 2.5.7.1 eHarfolg verlief, wurden 2 ul des
tryptischen Verdaus fir eine nanoLC-ESI-Q-TOF-MS/Xsalyse verwendet. Die
Peptide wurden mit einer C18-Vorsaule (180 pum xr20 Symmetry, 5 um) gekoppelt
an eine Hauptsaule (Atlantis BEHC18; 100 um x 100;rh,7 um; Waters Corporation,
Manchester, GroR3britannien), bei 40 °C Saulenteatper mit einer Flussrate von
0,6 pl min* und einem steigenden Acetonitrilgradienten voris33% % in 30 min mit

Losung A [0,1 % Ameisenséure in Wasser] und LOsBn{,1 % Ameisensaure in
Acetonitril] getrennt. Die MS wurde unter Verwendueines Q-TOF Premier mit
MassLynx 4.1 Software (Waters, Eschborn, Deutschlam einem positiven lon-V-

Betrieb durchgefuhrt.
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2.6 Analytische Methode zur Bestimmung der Purinen Lebensmitteln

2.6.1 HPLC-Verfahren

Die chromatographische Analyse einzelner Purinedevuan einem HPLC-System
(Hitachi LaChrom EIlit& L-2130, Merck, Darmstadt, Deutschland), ausgestattit
einer TSKgel Amide-80 analytischen S&ule (250 xritd, Tosoh, Tokyo, Japan),
durchgefiihrt. Mit einer Flussrate von 1,2 ml thiwurde das Laufmittel [15 % 0,1 %-
ige Trifluoressigsaure; 85 % Acetonitril] 20 mimtabei einer Temperatur von 25 °C
kontinuierlich Uber die Saule geleitet. Das Signalrde bei einer Wellenlange von
260 nm detektiert.

2.6.2 Probenvorbereitung

2.6.2.1 Purine als Standard

Die Bestimmung der Retentionszeit der einzelneninBulAdenin, Hypoxanthin,
Xanthin, Guanin und Harnsaure) erfolgte nach deftrAgung von 10 mgi des je-
weiligen Standards auf die Saule (vgl. Abschniit®. Eine Standardreihe mit unter-

schiedlichen Konzentrationen diente der Berechrdard?urinkonzentration.

2.6.2.2 Nachweis von Purinen in einem Puringemisch

Das Puringemisch (je 200 pg Adenin, Hypoxanthinntdan, Guanin und Harnsaure)
wurde in 300 pl 0,5 mol NaOH resuspendiert, fiir 20 min bei 40 °C inkubiattfge-
fullt mit 1,7 ml 20 mmol ** Kalium-Phosphat-Puffer/pH 3,0 und fiir weitere 2id ioei

40 °C inkubiert. Von diesem Gemisch wurde eine Kalg entnommen, bevor das
Enzymgemisch (je 0,1 U Ml Uratoxidase, Guanin-Deaminase, Adenin-Deaminase
[184] und Xanthin-Oxidoreduktase [185]) zuziiglichnv3 mg mift NAD* (Substrat:
Xanthin-Oxidoreduktase) zugesetzt, und die Reakfiivrl20 min bei 40 °C inkubiert
wurde. Die Reaktion wurde durch eine Hitzebehargll(Bymin, 100 °C) abgestoppt,
gefiltert und Gber das HPLC-System (vgl. Abschhi@.1) getrennt.
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2.6.2.3 Nachweis von Purinen in Rinderbriihe

Die getrocknete Rinderbriihe (1 g REWE Bio RindenetiDeutschland) wurde durch
Morsern zerkleinert, bevor diese in 1,5 ml 0,5 fifolNaOH mit 1 mg Harnsaure
resuspendiert und fir 20 min bei 40 °C erwarmt wuidhs Gemisch wurde mit 18,5 ml
20 mmol I* Kalium-Phosphat-Puffer/pH 3,0 verdiinnt und weit@femin bei 40 °C
geriihrt. Von diesem Gemisch wurde eine Probe (Kdgjr entnommen, 0,2 U Ml
rekombinante Uratoxidase zugesetzt und das Genfisd®0 min bei 40 °C inkubiert.
Die Reaktion wurde abgestoppt (5 min, 100 °C), rergiert, filtriert und schlie3lich
mit dem HPLC-System (vgl. Abschnitt 2.6.1) analyfsie

Alternativ. wurde die Rinderbriihe ohne Zusatz vonrndaure jedoch mit einem
Enzymgemisch (je 0,2 U ml Uratoxidase, Guanin-Deaminase, Adenin-Deaminase
[184] und Xanthin-Oxidoreduktase [185]) zuziigliamWAD' (3 mg ml*, Substrat der
Xanthin-Oxidoreduktase) fur die Reaktion verwend®e Inkubationszeit der Rinder-
brihe mit dem Enzymgemisch betrug 240 min. Danndeudie Reaktion durch
Erwarmen (5 min, 100 °C) beendet, das Gemisch iaggigrt und filtriert. Der klare
Uberstand wurde mit dem HPLC-System (vgl. Abschhiitl) getrennt und quanti-

fiziert.
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3.1 Wachstumsverhalten vorA. adeninivoransLS3 in Anwesenheit von

verschiedenen Purinen

3.1.1 Wachstumsverhalten vén adeninivorand. S3 mit Purinen als Kohlenstoffquelle

Die Katabolisierung organischer Verbindungen, wideAin oder Harnsaure, setzt das
Vorhandensein von abbauenden Enzymen voraus, iheele oder als Gruppe, die
organischen Verbindungen durch Molekilabspaltungfsciulielen. Fur einige
A. adeninivoransstamme wurde die Nutzung von Purinen als Kohldfistoder
Stickstoffquelle und die damit einhergehende Akditvpurinabbauender Enzyme bereits

in der Vergangenheit nachgewiesen [138, 146, 186].

Die Hefe A. adeninivorand.S3 wurde zunachst auf die Fahigkeit, einzelnaneuals
alleinige Kohlenstoffquelle zu nutzen, untersuddem Medium, einer 50 ml Hefe-
zellkultur mit einer optischen Dichte (Q§nn von 0,1, wurden Purine als Kohlen-
stoffquelle zugesetzt (vgl. Abschnitt 2.2.2.2). AKlentrollen dienten Kulturen, die mit
bzw. ohne Glukose sowie Nitrat kultiviert wurderadDWachstumsverhalten der Zellen
wurde durch die Ermittlung der optischen Dichte dellen (vgl. Abschnitt 2.2.3) Uber
72 h bestimmt. Nach 24-stindigem Wachstum erfoége mikroskopische Betrach-
tung der Zellen (vgl. Abschnitt 2.2.5). Zu diesemitgunkt befanden sich die Kulturen

in der stationaren Wachstumsphase, die als PhaseWhchstum definiert wird [187].

Bei der Nutzung der Purine (Adenin, Harnsaure urnygbdxanthin) als Kohlenstoff-
guelle wurde nach einer anfanglichen &3 von 0,1 eine Abnahme der optischen
Dichte in den ersten 6 Stunden der KultivierungMergleich zum Wachstum mit Glu-
kose nachgewiesen (Tab. 3-1). Nachfolgend stie@digo nmder Zellen, die mit Ade-
nin kultiviert wurden, auf eine maximale optischieli?e von 0,35 (24 h-Probe) und die
Zellen besalRen dabei eine Verdopplungszgitvdn 430 min in der logarithmischen
Phase. Fur die Kulturen mit Harnsaure und Hypoxantlurde ein geringes Wachstum
mit einer maximalen optischen Dichte von 0,13 (Z4rbbe) und 0,20 (48 h-Probe)
ermittelt. In der Kultivierung mit Hypoxanthin alKohlenstoffquelle wurde eine
Verdopplungszeit von etwa 600 min nachgewiesen.\[&ggleichskultur mit Glukose
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erzielte nach dem Ubergang in die stationare Waotsphase eine maximale optische

Dichte von 1,2 mit einer Verdopplungszeit von 158.m

Tab. 3-1. Nutzung von Purinen als Kohlenstoffquellgurch A. adeninivoransLS3.
Wachstumskinetik vorA. adeninivoransLS3 in Abhangigkeit von der Kohlenstoffquelle (wendet
5 mmol I): Adenin @de), Harnséure H{s), Hypoxanthin Hx), Glukose Glu) und ohne Kohlenstoff-
qguelle phne). Angegeben ist die Qg nm€iner HMM-Nitratkultur. Die Bestimmung der Verddppgs-
zeit erfolgte in der logarithmischen Wachstumsphagenicht bestimmbam( b.).

C-Quelle N-Quelle 0Oh 6 h 13 h 24 h 36 h 48 h 62 h72 h tr?m(rlg
Ade Nitrat 0,11 0,06 0,24 0,35 0,34 032 0,30 0,33430
Hs Nitrat 0,10 0,08 013 0,11 0,10 0,09 0,09 0,12.b.n
Hx Nitrat 0,11 o006 0,07 019 0,19 0,20 0,15 0,18 056
Glu Nitrat 0,09 0,15 0,89 1,10 1,21 1,13 1,09 1,18155

ohne Nitrat 0,10 003 002 003 002 003 002 0,03hb

Die mikroskopischen Aufnahmen der Zellen zeigerdém Kulturen mit Purinen und

Glukose (Abb. 3-1, A-D) die gleichen intrazelluld€inschliisse. Zudem war eine ver-
mehrte Bildung von Vakuolen bei der Kultur mit Ghde (Abb. 3-1, D) erkennbar. Die
Kultivierung ohne Kohlenstoffquelle hatte eine Meikerung der Zellen zur Folge
(Abb. 3-1, E), die mit der Verringerung der optieniDichte einherging (Tab. 3-1).

Abb. 3-1. Morphologie vonA. adeninivoransLS3 bei Nutzung von Purinen als Kohlenstoffquelle.
A. adeninivorand S3 wurde mit 5 mmol Adenin @), HarnséureR), Hypoxanthin C), Glukose D)
sowie ohne KohlenstoffquelleE) kultiviert. Die Zellmorphologie wurde nach 24 httels konfokalen

Laser-Scanning-Mikroskops untersucht.

3.1.2 Wachstumsverhalten vén adeninivorandS3 mit Purinen als Stickstoffquelle

sowie als kombinierter Kohlenstoff- und Stickstafédje

Nach der Analyse von Purinen als Kohlenstoffquellede das Wachstumsverhalten
der Hefe bezlglich der Nutzung verschiedener PuaiseStickstoffquelle sowie als
alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle untecbti (Tab. 3-2). Das Medium mit
Purinen als Stickstoffquelle enthielt als Kohlefiispoelle 5 mmolt* Glukose. Die

Kultivierung der Hefezellen erfolgte Gber 96 h. [@eperimentelle Durchfihrung fand

wie unter Abschnitt 3.1.1 beschrieben statt.
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Mit Adenin als Stickstoffquelle wurde eine maxim&@eeoo nmvon 1,69 erreicht, die im
Vergleich zur Kultur mit Nitrat einen hoheren Wartfwies (1,17). Die Verdopplungs-
zeit der Hefezellen in einer Kultur mit Adenin &sickstoffquelle war mit 161 min
geringer im Vergleich zur Kultivierung mit Nitraty(201 min). Eine Vermehrung der
A. adeninivorand.S3-Zellen auf eine maximale Q8 nmVvon 0,69 bzw. 0,75 wurde fur
die Kultivierung mit Harnséaure bzw. Hypoxanthin &sckstoffquelle nach 96 h nach-
gewiesen. Ohne Stickstoffquelle erreichten die leih eine geringere optische Dichte
von maximal 0,57 (72 h-Probe). Die Verwendung vate’in als alleiniger Kohlen-
stoff- und Stickstoffquelle flihrte zu einer optieohDichte von 0,44 in der stationaren
Wachstumsphase mit einer Verdopplungszeit von 4i®4 kiypoxanthin ermdglichte
den Zellen ein geringfigiges Wachstum bis zu emeximalen Olgy nm Vvon 0,16.

Durch die Verwendung von Harnsaure als Kohlenstoffd Stickstoffquelle wurde

keine Vermehrung der Zellen beobachtet.

Tab. 3-2. Nutzung von Purinen als Stickstoff- bzw.Kohlenstoff- und Stickstoffquelle durch
A. adeninivoransLS3.

Wachstumskinetik vor. adeninivorand. S3 in Abhéngigkeit von der Kohlenstoff- bzw./uBtickstoff-
quelle (verwendet 5 mmof): Adenin @Ade), Harnsaure Hs), Hypoxanthin Kx), Glukose Glu) und
ohne Kohlenstoff- bzw./und Stickstoffquellehfie). Angegeben ist die Qhnm einer HMM-Purin-
kultur. Die Bestimmung der Verdopplungszeit erfelgt der logarithmischen Wachstumsphagg Gicht

bestimmbari. b.).

C-Quelle N-Quelle Oh 6h 12h 24h 36h 48h 60K2h 96h tr‘;l(rl]r)]

Glu Ade 0,12 0,24 113 161 166 165 167 1,66 91,6161
Glu Hs 0,112 0,18 0,26 033 040 049 0,60 0,67 0,68b.
Glu Hx 0,11 0,6 023 030 0,31 044 061 0,73 0,75 b.
Glu Nitrat 0,12 0,27 094 117 113 1,12 1,11 1,14,11 201
Glu ohne 0,12 0,17 0,26 037 044 046 050 0,57560,n.b.
Ade 0,12 0,0 0,27 045 042 044 042 041 0444 49
Hs 0,11 0,20 0,20 0,10 0,07v 0,06 0,07 0,08 0,09b.n.
HXx 0,12 0,09 0,11 020 0,5 0,15 0,13 0,16 0,16 b.n.
Nitrat 0,14 0,08 0,08 0,08 0,07 0,06 0,07 0,07 0,08 b.
ohne 0,13 005 005 0,05 0,03 003 004 0,05 0,05b.n

Die mikroskopischen Aufnahmen stellen die morphwicly unterschiedlichen Hefe-
zellen in den verwendeten Kulturmedien dar (AbR).3A. adeninivorand.S3-Zellen,
kultiviert in Medien mit Harnsaure (Abb. 3-2, G)vibzHypoxanthin (Abb. 3-2, H) als
Stickstoffquelle sowie ohne Stickstoffquelle (A2, J), zeigen eine vermehrte Bil-
dung von intrazellularen Einschlissen. Eine erhdkteahl an Zellen in der Kulti-
vierung mit Nitrat als Stickstoffquelle (Abb. 3-B,weist eine weitere Form der intra-

zellularen Strukturen, vermutlich Vakuolen, auf.i Beer Nutzung von Purinen als
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alleiniger Kohlenstoff- und Stickstoffquelle (Ab®-2, K—M) sind die Zellen, im Ver-
gleich zu kultivierten Zellen mit Glukose als Kohsgoffquelle (Abb. 3-2, F-J), kleiner.
Des Weiteren sind vereinzelt sowohl intrazellul&mschlisse als auch teilweise
Vakuolen in diesen Zellen der Abbildung 3-2 (F-J)sehen.

Abb. 3-2. Morphologie von A. adeninivoransLS3 bei Nutzung von Purinen als Stickstoff- bzw.
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle.

A. adeninivorand.S3 wurde mit 5 mmoli Glukose und zusétzlich 5 mmadi Adenin §), Harnséure
(G), Hypoxanthin K), Nitrat () sowie ohne StickstoffquelleJ bzw. mit 5 mmolt Adenin K),
Harnsaurel(), Hypoxanthin 1), Nitrat (N) sowie ohne Kohlenstoff- und Stickstoffquell@)(kultiviert.
Die Zellmorphologie wurde nach 24 h mittels konfiekalaser-Scanning-Mikroskops untersucht.

3.2 Charakterisierung der Guanin-DeaminaséAGDA/Agdap

3.2.1 Charakterisierung desuanin-Deaminasé&ens AGDA sowie Homologie-

vergleich der erhaltenen Agdap-Sequenz

Als ein purinabbauendes Enzym der Héfeadeninivorans.S3 wurde zunachst die
Guanin-Deaminase (Agdap) charakterisiert. Da flitesgihrende Untersuchungen die
Nukleotidsequenz de&uanin-Deaminasé&ens erforderlich war, wurde die putative
Nukleotidsequenz, basierend auf dem Vergleich zanBuDeaminasen aus Pilzen, im
sequenzierten und annotierten Genom der KAetadeninivorand.S3 identifiziert. Das

Guanin-Deaminas&en liegt in einer einfachen Kopie auf dem Chroomogl.

In der 5'-Promotor-Region des Gens ist eine poddiatiTATA-Box mit der Sequenz
TATAAAAG (Nukleotidposition -58 bis -51) erkennb§t88] (Abb. A-1). Der offene
Leserahmen des Gens umfasst 1428 Basenpaare,rdenf@rotein mit 475 Amino-
sauren kodieren. Der AminosauresequenzabschnitFBGHIH (Position 90 bis 98)
hat eine hohe Homologie zu einem typischen in denike der Aminohydrolasen zu
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findendem Sequenzmotiv (PGX[V/I|DXH[T/V/I|H, X: jexl beliebige Aminosaure)
[114]. Es ist kein eindeutiges Polyadenylierungsaigrkennbar.

Der Vergleich der Aminosauresequenz von Agdap ruveéefligbaren Sequenzen in der
NCBI-Datenbank zeigte eine Homologie ZDgataea parapolymorph®L-1 (55 %),
Komagataella pastorisGS115 (51 %),S. cerevisiaeYIJM789 (50 %), S. cerevisiae
JAY291 (50 %), S. cerevisiaeEC118 (49 %), Ajellomyces dermatitidisSLH14081
(45 %), A. dermatitidisER-3 (45 %),Schizosaccharomyces pom8é2h- (48 %) und
Paracoccidioides brasiliensiBb03 (44 %) (Abb. 3-3).

Agdap A. adeninivoransLS3

| Guanin Deaminase O. parapolymorpha DL-1(EFW97840)
Guanin Deaminase K. pastoris GS115 (XP_002490656)
| Guanin Deaminase 4. dermatitidis ER-3 (EEQ86158)
Guanin Deaminase A. dermatitidis SLH14081 (XP_002620893)
Guanin Deaminase P. brasiliensis Pb03 (EEH21407)
Guanin Deaminase S. pombe 972h- (NP_587874)
Gudlp S. cerevisiae EC1118 (CAY79050)
ﬂ Guanin Deaminase S. cerevisiae YIM789 (EDN60126)
I- Gudlp S. cerevisiae JAY291 (EEU08967)

Abb. 3-3. Phylogenetischer Stammbaum des. adeninivoransLS3 Agdap.
Vergleich der Aminosauresequenz der Agdap Auadeninivorand.S3 mit Guanin-Deaminasen ver-
schiedener Pilze. In Klammern stehen die Akzessiommern laut NCBI-Datenbank.

Die Nukleotidsequenz de®GDA-Gens wurde nachfolgend fur Untersuchungen
bezuglich der Regulation der Transkription genitafl. Abschnitt 3.2.2). Weiterhin
wurde die Sequenz fir die Uberexpression d8sanin-Deaminas&ens in
A. adeninivoranyverwendet (vgl. Abschnitt 3.4).

3.2.2 Requlation ddbuanin-Deaminasand Nachweis der enzymatischen Aktivitat

Anhand vonGuanin-Deaminasspezifischen DNA-Oligonukleotiden wurde die Trans-
kriptakkumulation derAGDA unter verschiedenen Wachstumsbedingungen der Hefe
A. adeninivorand.S3 bestimmt. Neben der Analyse der relativen Skaptmenge (vgl.
Abschnitt 2.4.6) erfolgte eine Untersuchung deryamischen Aktivitat der Guanin-
Deaminase Agdap (vgl. Abschnitt 2.5.6.1) in Abhgkgit von der Wachstumszeit
bzw. der Stoffmengenkonzentration des InduktordiiDevurden die Hefezellen nach
einer 24-stiundigen Wachstumsphase (HMM-Glukose-Amiuom) in Medien mit ver-

schiedenen Stickstoffquellen (HMM-Glukose-Purin,m#onium oder -Nitrat) Uber-
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fahrt, kultiviert und Proben zu unterschiedlicheritgunkten entnommen (vgl. Ab-
schnitt 2.2.2.3).

In der Abbildung 3-4 ist die zeitabhé&ngige Regolatder Guanin-Deaminasé&rans-
kriptakkumulation und der nachgewiesenen enzyntagisktivitat dargestellt. Dabei
wurde direkt nach dem Wechsel des Mediums einehésh®RNA-Akkumulation von
AGDA (Abb. 3-4, A) mit einem Maximum nach 2 h fur dialkir in HMM-Glukose-
Adenin bzw. 4 h fur die Kultur in HMM-Glukose-Hyparthin nachgewiesen. Die
relative Transkriptmenge war in den auf Hypoxantkutivierten Hefezellen zweimal

hoher im Vergleich zu der Kultivierung mit Adenils &tickstoffquelle.
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Abb. 3-4. Zeitabhangiger Einfluss der Stickstoffquite auf die relative Transkriptmenge der AGDA
und die spezifische Enzymaktivitat (Agdap) vorA. adeninivoransLS3.

Die relative Transkriptmenge d&AGDAMRNA (A) wurde fiir behandelte Zellen (HMM-Glukose-Ade-
nin bzw. -Hypoxanthin) in Bezug auf unbehandeltdefe(HMM-Glukose-Nitrat) unter Verwendung der
ReferenzgendHSB4 ALGY, TEF1 und TFIID mittels quantitativer Real-Time-PCR fur drei teidohe
Replikate bestimmt. Der Mittelwert der spezifiscHenzymaktivitat der AgdapB) wurde fur drei bio-
logische Replikate ermittelt. Die Standardabweichantspricht der Abweichung vom Mittelwert. Einge-
setzte Stoffmengenkonzentration der Stickstoffguéllmmol * Adenin, Harnséure, Hypoxanthin, Nitrat
und Ammonium bzw. 0,2 mmof'IGuanin.

Die enzymatische Aktivitat von Agdap (Abb. 3-4, &hohte sich in HMM-Glukose-
Adenin, -Hypoxanthin sowie -Guanin im Verlauf desten 6 Stunden. Im Anschluss
erfolgte in allen Kulturen ein Abfall der enzymatien Aktivitat. Die maximale spezi-
fische Enzymaktivitat von 0,34 U nfgvurde bei Kulturen in HMM-Glukose-Hypoxan-
thin bestimmt. Bei Kulturen in HMM-Glukose-Adenif,25 U m@) und HMM-Glu-
kose-Guanin (0,23 U mfy waren die gemessenen Enzymaktivitaten geringier Ver-
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wendung von Harnsaure, Ammonium und Nitrat alskStaffquelle erzielte keine bzw.

nur geringe Erhéhungen der Guanin-Deaminase-Albtivit

Der Einfluss unterschiedlicher Stoffmengenkonzémmnan der Induktoren auf die rela-
tive Transkriptakkumulation de&xGDAwurde nach 2 h bestimmt (Abb. 3-5, A). Die er-
mittelte Transkriptmenge voRGDAwar in Zellen kultiviert in HMM-Glukose-Adenin,
-Harnsaure bzw. -Hypoxanthin bei geringer Stoffneeri@nzentration (0,5; 1 mmat)
vernachléssigbar. Die Erhthung der Stoffmengenkumaion (3 bis 5 mmolY) be-
wirkte bei den drei Purinen einen Anstieg d&@&GDAMRNA-Menge, wobei die
geringste relative Transkriptmenge in den mit Hauns (46 bis 49 a. u.) kultivierten
Zellen ermittelt wurde. Die Verwendung von Adenis &tickstoffquelle erzielte eine
hohereAGDA-MRNA-Menge (61 bis 80 a. u.), die in Hefezellertikiert in HMM-
Glukose-Hypoxanthin (138 bis 180 a. u.) nochmatslegpelt wurde.
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g 160 | D 05 —a&— Hypoxanthin
= = +  Guanin
% 140 | :§ 04 | ¢ Xanthin
® 120 | =
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Abb. 3-5. Einfluss der Stoffmengenkonzentration veschiedener Stickstoffquellen auf die relative
Transkriptmenge der AGDA und die spezifische Enzymaktivitat (Agdap) vorA. adeninivoransLS3.
Die relative Transkriptmenge dAGDA-MRNA (A) wurde nach 2 h fur behandelte Zellen (HMM-Glu-
kose-Adenin, -Harnséaure bzw. -Hypoxanthin) in Beaudj unbehandelte Zellen (HMM-Glukose-Nitrat)
unter Verwendung der ReferenzgehdSB4 ALGY, TEF1 und TFIID mittels quantitativer Real-Time-
PCR fir drei technische Replikate bestimmt. Derntdlitert der spezifischen Enzymaktivitat der Agdap
(B) wurde nach 4 h fur drei biologische Replikate iteit. Die Standardabweichung entspricht der
Abweichung vom Mittelwert.

Die spezifische Enzymaktivitdt der Agdap (Abb. 38), wurde nach vierstiindiger
Inkubation ermittelt und war bei der Verwendung \ohis 5 mmol T Hypoxanthin als
Stickstoffquelle am héchsten (0,24 bis 0,30 UngAdenin als Induktor der Guanin-
Deaminase ermdglichte Enzymaktivititen zwischen5 0yid 0,22 U mg. Bei der

geringen Stoffmengenkonzentration von 0,2 mrifoGuanin bzw. Xanthin (0,11 bzw.
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0,13 U mg") wurden hohere spezifische Aktivitaten im Vergreiu der Kultivierung in
HMM-Glukose-Harnsaure (0,04 bis 0,07 U Mgfestgestellt. Die Stickstoffquelle

Ammonium bewirkte keine Erh6hung der spezifischamyiaktivitat der Agdap.

3.2.3 Intrazellulare Lokalisation der Guanin-Deaasi& Agdap

Die intrazellulare Lokalisation der Guanin-Deamimasn Protoplasten von
A. adeninivoransLS3-Hefezellen wurde mit Hilfe der Dichtegradiamentrifugation

(vgl. Abschnitt 2.5.5) in einem Saccharosegradiernfestgestellt. Fir jede Fraktion
wurde die enzymatische Aktivitdt der Guanin-Dearsengvgl. Abschnitt 2.5.6.1) und
eines typischen Markerenzyms der VakuoleMannosidase, vgl. Abschnitt 2.5.6.4)
sowie des Zytoplasmas (G-6-P-DH, vgl. Abschnitt@3) ermittelt. Weiterhin wurde

der Refraktionsindex zur Kontrolle des Saccharaagignten bestimmt.

Die in Abbildung 3-6 zusammengefassten Daten zeggesm Abnahme des Refraktions-
index von etwa 1,38 auf 1,34. Dieses Ergebnis eotgpeiner Abnahme der Saccha-
rosekonzentration mit zunehmender Fraktionsnumnmer weist einen intakten Gra-
dienten nach. Die enzymatische Aktivitat der Gudd@aminase stieg ab Fraktion 17
an, erlangte ein Maximum in der Fraktion 19 undl dinach wieder auf etwa 60 % der

maximalen Enzymaktivitat.
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Abb. 3-6. Intrazellulare Lokalisation der Guanin-Deaminase Agdap in A. adeninivorans LS3-
Hefezellen (mittels Dichtegradientenzentrifugation)

Primarachse: Enzymaktivitaten der Guanin-Deaminaddannosidase (Markerenzym der Vakuole) und
G-6-P-DH (Markerenzym des Zytoplasmas). Sekund&eacRefraktionsindex einer Dichtegradienten-
zentrifugation auf einem Gradienten mit 17,5 big4@accharose.
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Fur das Markerenzym der Vakuole, didMannosidase, wurde ebenfalls eine Zunahme
der Aktivitat ab Fraktion 17 ermittelt. Die Aktidt war in den Fraktionen 18 und 19
etwa gleich und wurde in den weiteren Fraktioneeder vermindert. Die enzymatische
Untersuchung der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogerdgesse,Markerenzym des Zyto-
plasmas, ergab einen leichten Anstieg der Aktivitdraktion 17 und in den folgenden
Fraktionen Enzymaktivitaten zwischen 90 und 10@M¥6. Daten weisen daher auf eine
Lokalisation von Agdap in der Vakuole und, zu eingaringeren Anteil, im Zyto-

plasma hin.

3.2.4 Reinigung der Guanin-Deaminase Agdap

FUr die biochemische Charakterisierung wurde dieazellular lokalisierte Guanin-
Deaminase aus Hefezellen [HMM-Glukose-HypoxanttBrmol I*, 6 h), vgl. Ab-

schnitt 2.2.2.3] gereinigt. Inhibierende Substanadar Enzyme wurden mittels Hitze-
fallung (30 min, 60 °C) (vgl. Abschnitt 2.5.4.1) diranschliel3ender Zentrifugation
entfernt. Die Reinigung erfolgte tUber DEAE-Sepharosittels Anionenaustausch-
chromatographie (vgl. Abschnitt 2.5.4.2) und Grdfiiionierung (vgl. Abschnitt
2.5.4.3).

Die héchste enzymatische Aktivitat der Guanin-Dewsé Agdap wurde unter nativen
Bedingungen bei einer nativen molekularen MasseMthbis 110 kDa nachgewiesen.
Der Tabelle 3-3 kann ein Uberblick tiber eine dueftigrte Reinigung entnommen

werden. Anhand der ermittelten spezifischen Alditvider Guanin-Deaminase vor

(0,1 U mg") und nach der Reinigung (4,7 U Mgvurde eine Steigerung um den Faktor
52 ermittelt.

Tab. 3-3. Reinigung der Guanin-Deaminase Agdap vof. adeninivoransLS3.

Die Hefezellen wurden fir 24 h in HMM-Glukose-Nittaultiviert, gewaschen und geshiftet nach HMM-
Glukose-Hypoxanthin (5 mmof) fiir 6 h. Firr jeden Reinigungsschritt wurden dagdktvolumen, der
Proteingehalt und die Enzymaktivitat aufgezeichumat die spezifische Aktivitat, die Ausbeute sowie d
Reinigung berechnet.

Extrakt- Protein- o spezifische -
Methode volumen gehalt AEEVS';“ Aktivitat Agzt:;n)ﬂe %ﬁ'ﬁ!gg&g
(in ml) (in mg) (in U mgY) 0
Rohextrakt 14,7 223,2 20,2 0,1 100 1
Hitzefallung 12 18,8 14,5 0,8 715 8,5
DEAE 15 2,6 5,0 1,9 24,7 21,2
Superdex 5,8 0,26 1,2 4,7 6,0 51,5

Die Reinigung wurde in einem 12 %-igen SDS-Gel .(d¥schnitt 2.5.3.1) visualisiert
(Abb. 3-7, A) und zeigte dabei nach dem drittennRgingsschritt (Spur 4) eine Bande
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bei etwa 55 kDa (siehe Pfeil). Diese Proteinbandedesaus dem SDS-Gel ausgeschnit-
ten und mit Trypsin inkubiert. Die MALDI-TOF-MS-Aihgse (vgl. Abschnitt 2.5.7.1)
mit nachfolgender Datenbanksuche ergab die Ideigifing einer Guanin-Deaminase
basierend auf der Homologie zu den Aminosauresegmemeschriebener Guanin-
Deaminasen. Dabei wurden 23 Peptide fur die Agdefunglen, was zu einer

Sequenzlbereinstimmung von 63 % fuhrte (Abb. 3)7, B

QYPNSGIFGE STLLDWLETY TFPMEASLSD TDRAKAVYSK VIEKTLGNGT
TTASYYATIH PEPTQILADE ALRQGQRAFV GRVCMVQNSP DYYVHTEEES
70 — - KAADEQVIAY IKKRDPQGEI ISPIVTPRFA PSCTEHIMEW QAKLAKRENL
55_ gl EEE e «<— PIQTHISENT GEVEWVKELF PKCSGYADVY DKAGLLTDRT ILAHCVHLTE

g ol DEKHLIHHRQ SGISHCPISN SSLTSGECPV RSLLNKEIKV SLGTDVSGGY
40 — - SPSILAVARQ ALLVSRHIAM KSQDKDDVLN FEEVLYLATY GGAEVCGLAD
ﬂ - KLGSFEVGKK WDAQLVSLDH NDSPIDVFPF ATSSLSKEQR LRHSAQQWIY

a e &8 LGDDRNTRKV WVNGQLVINK DGSSN*
35 L bl BB

100 — s

-

Abb. 3-7. Reinigung der Guanin-Deaminase Agdap unddentifikation der Proteinbande mittels
MALDI-TOF-MS.

Auftrennung der Proteinfraktionen durch SDS-PAGH Wisualisierung mittels Coomassie-Blafl)(
Protein Marker PM), Rohextrakt RE), nach Hitzeféllung Hitze), vereinte Fraktionen nach DEAE
(DEAE) und nach Gelfiltrationguperde). Identifikation der gekennzeichneten Bande (g Agdap
mittels MALDI-TOF-MS-Analyse. Fett unterlegte Pefgifihrten zur Identifikation des Proteir).

3.2.5 Biochemische Charakterisierung der Guaninafidease Agdap

3.2.5.1 Einfluss des pH-Wertes auf die Aktivitat Gaianin-Deaminase Agdap

Die Untersuchungen zum Einfluss des pH-Wertes @ifedzymatische Aktivitat der
gereinigten Agdap wurden in Natrium-Citrat- (pH-85(b), Kalium-Phosphat- (pH 6,0—
8,0) und Carbonat-Bicarbonat-Puffer (pH 9,0) (Wbschnitt 2.5.6.1) durchgefiihrt. Die
Guanin-Deaminase erzielte ihre maximale Aktivitat binem pH-Wert von 6,5, sank
bei den nachsten getesteten pH-Werten minimal abeureichte dann bei einem pH-
Wert von 8,0 eine vergleichbare Aktivitat wie bél ,5 (Abb. 3-8, A).

Zur Bestimmung der Stabilitdit des pH-Optimums (AB8, B) erfolgte eine ein-
stiindige Prainkubation des Puffer-Enzym-GemischiasAnschluss wurde bei einem
pH-Wert von 6,5 die maximale Stabilitat der enzyiswiten Reaktion nachgewiesen.
Eine relative Enzymaktivitat von mindestens 80 %rdeuim pH-Bereich von 6 bis 8

ermittelt.
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Abb. 3-8. Einfluss des pH-Wertes auf die Guanin-Daainase-Aktivitat Agdap.

pH-Optimum Q) und Stabilitat des pH-Optimums nach einstiindiyginkubation bei 37 °@{) wurden
mit gereinigter Guanin-Deaminase als Mittelwert dtes biologischen Replikaten in Natrium-CitratH(p
5,0-5,5), Kalium-Phosphat- (pH 6,0-8,0) und Carb@iearbonat-Puffer (pH 9,0) ermittelt. Die Stan-
dardabweichung entspricht der Abweichung vom Mittet.

3.2.5.2 Einfluss der Temperatur auf die Aktivitat dGuanin-Deaminase Agdap

Fur die Bestimmung der optimalen Inkubationstemjperder Guanin-Deaminase wur-
den separat das Puffer-Enzym-Gemisch (vgl. AbstBrbt6.1) mit einem pH-Wert von
6,0 sowie das Substrat fir 10 min bei einer Temperawischen 30 und 70 °C préa-
inkubiert. Nach der Zugabe des Substrates erhabiteder pH-Wert auf 6,5 und es
begann die Enzymreaktion bei der gewéhlten TemperBias ermittelte Optimum flr
die Inkubation der enzymatischen Reaktion lag Bef® (Abb. 3-9, A). Die Guanin-
Deaminase zeigte damit ein enges Temperaturoptinttine relative Enzymaktivitat

von 80 % und mehr wurde zwischen 50 und 60 °C rewlasen.

In der Abbildung 3-9 (B) ist die temperaturabhaeg®abilitdt der Enzymreaktion dar-
gestellt. Dafiir wurde das Puffer-Enzym-Gemischufitierschiedliche Inkubationszeiten
(0, 15, 30 oder 60 min) und bei verschiedenen Teatpen (50, 60, 70 bzw. 80 °C)
prainkubiert, das Substrat zugesetzt und die négdride enzymatische Reaktion bei
dem ermittelten Optimum von 55 °C durchgefuhrt. BRikative Enzymaktivitat blieb bis
zu einer Prainkubationstemperatur von 60 °C undr i@dxeen Zeitraum von 60 min
stabil. Eine Behandlung mit 70 °C tber 30 min b&teireine Halbierung der enzyma-
tischen Aktivitdt. Bei hoheren Temperaturen ging @tabilitdt der enzymatischen
Aktivitdt der Guanin-Deaminase in Abhangigkeit déemperatur unterschiedlich

schnell verloren.
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Abb. 3-9. Einfluss der Temperatur auf die Guanin-Daminase-Aktivitat Agdap.

TemperaturoptimumA) und Stabilitat der enzymatischen Reaktion nacterePrainkubation fur 0 bis
60 min bei 50 bis 80 °CB|) wurden als Mittelwert aus drei biologischen Rkgién mit gereinigter
Guanin-Deaminase bei einem pH-Wert von 6,5 erniitiie Standardabweichung entspricht der Abwei-
chung vom Mittelwert.

3.2.5.3 Ermittlung von j und vnax fr die Guanin-Deaminase Agdap

Zur Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstantg-iert) der Guanin-Deaminase
wurde ein Guanin-Puffer-Gemisch (15 bis 450 pritdBuanin) nach der Prainkubation
mit gereinigtem Enzym versetzt und weiter nach Abgt2.5.6.1 verfahren. Unter
Verwendung des Hanes-Woolf-Diagramms wurde furGlimnin-Deaminase mit dem
Substrat Guanin einykWert von 56 pmolt und ein yacWert von 8 nmol mitt
berechnet (Abb. 3-10).
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Abb. 3-10. Hanes-Woolf-Diagramm zur Bestimmung vonky, und vy, der Guanin-Deaminase
Agdap fur das Substrat Guanin.

Berechnung desyk und vy,cWertes der gereinigten Guanin-Deaminase mit Hilés Hanes-Woolf-
Diagrammes unter Verwendung von verschiedenen r8&ffienkonzentrationen zwischen 15 und
450 umol " Guanin.
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Unter Bertcksichtigung der nativen molekularen Magsn 100 bis 110 kDa und der
Existenz zweier katalytischer Einheiten (vgl. Absith3.2.4) wurde eine Wechselzahl
(kea) von 4 &' ermittelt. Die Enzymeffizienz (k/kwv) betragt 70 | (umol &)

3.2.5.4 Substratspektrum der Guanin-Deaminase Agdap

Der Nachweis der Substratspezifitat erfolgte furifumit unterschiedlichen Restgrup-
pen an den Kohlenstoffatomen in den Positionen Bzw. 8. Jedes der getesteten
Purine, wie Adenin, Adenosin und Guanosin, 2,6-Depurin, 2-Amino-6-Chloro-
purin, 6-Thioguanin, 8-Azaguanin, besal} an mindsségner der genannten Positionen
eine Aminogruppe. Firr die Bestimmung der Substezifipat wurden 0,2 mmol! der
Purine verwendet. Nach der Inkubation bei 55 °Cdsardie abgespaltenen Amino-

gruppen (vgl. Abschnitt 2.5.6.1) nachgewiesen.

Dabei wurde die gemessene Aktivitat mit GuaninBdgugswert mit 100 % festgelegt
(Tab. 3-4). Bei den verwendeten Purinen zeigterhi®@guanin (Modifikation an der
Position 6) und 8-Azaguanin (Modifikation an dersRion 8) geringe Aktivitaten, die
weniger als 10 % verglichen mit dem Substrat Guanismachten. Fiur 2,6-Diamino-
purin, 2-Amino-6-Chloropurin, Adenin, Adenosin u@lianosin wurden keine Aktivi-
taten ermittelt. Anhand der untersuchten Substamaede fir die Guanin-Deaminase

ein sehr enges Substratspektrum bestimmit.

Tab. 3-4. Substratspektrum fur die enzymatische Rddion der Guanin-Deaminase Agdap.

Die relative Enzymaktivitat der Agdap (in %) wurdls Mittelwert aus drei biologischen Replikaten mit
gereinigter Guanin-Deaminase bestimmt. Die Staradaweichung entspricht der Abweichung vom
Mittelwert. Stoffmengenkonzentration der Purine yeweils 0,2 mmolt. R2, R6 und R8: Restgruppen
an den Kohlenstoffatomen in den Positionen 2, 6.&wdes Purins. Kohlenstoffatom wurde mit einem
Stickstoffatom ausgetauscH)).( Stickstoff der Position 9 wurde zusatzlich Uleéme N-glykosidische
Bindung mit dem C1 der-D-Pentose verkniipff);

Substrat relative Aktivitat (in %) R2 R6 R8
Guanin 100 -NH =0 -H
2,6-Diaminopurin 1,2+1,4 -NH, -NH, -H
2-Amino-6-Chlorpurin 22+28 -NH, -Cl -H
6-Thioguanin 7,965 -NH, =S -H
8-Azaguanin 8,2+1,1 -NH, =0 e
Adenin 0,2+ 0,3 -H -NH, -H
Adenosiff 0,0+ 0,0 -H -NH, -H
Guanosifi 1,7+0,5 -NH, =0 -H

3.2.5.5 Einfluss verschiedener Zusatze auf dievitétider Guanin-Deaminase Adgap

Fur eine weiterfihrende biochemische Charaktetisgrder gereinigten Guanin-

Deaminase aug. adeninivoransLS3 wurden die Effekte einiger Salze und anderer
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Substanzen wie EDTA bzw. DTT analysiert. Das Pufezym-Gemisch wurde dafir
mit einer Salzldsung oder einer der geldsten Suobseta (aufgefihrt in Tab. 3-5)
versetzt und fur eine Stunde préainkubiert. Die hhsBende experimentelle Durch-
fuhrung fand wie unter Abschnitt 2.5.6.1 beschnebiatt.

Die ermittelten Aktivitaten der Guanin-DeaminasedAp in Abhangigkeit der Zusatze
sind in der Tabelle 3-5 zusammengefasst. Der Ustieed zwischen den beiden einge-
setzten Stoffmengenkonzentrationen eines jeweilfygsatzes betrug weniger als 10 %
in Bezug auf die Kontrolle ohne Zusatz. Fir dieeloiC&", F&*, Fe*, K*, Mg?*, N,
Ni?* und Zrf* wurde kein bis maximal 15 % Verlust der relativiktivitat nachge-
wiesen. Eine starke inhibitorische Wirkung der tietn Enzymaktivitat der Guanin-
Deaminase zeigte sich bei der Zugabe von KupfesalEine vollstandige Inakti-
vierung des Proteins erfolgte durch den Zusatz @aecksilberchlorid. Der Protease-
inhibitor PMSF und die Aminosaure L-Cystein ermoélgten eine minimale Steigerung
von etwa 10 %. Es wurden keine statistisch sigaiften positiven Effekte durch die

getesteten Zusatze ermittelt.

Tab. 3-5. Einfluss verschiedener Salze und Substaz auf die Aktivitat der Guanin-Deaminase

Agdap.

Die relative Enzymaktivitat der gereinigten GuaBieaminase (in %) wurde als Mittelwert aus drei
biologischen Replikaten bestimmt. Die Standardableig entspricht der Abweichung vom Mittelwert.

Zusatz

relative Aktivitat (in %) bei

relative Aktivitat (in %) bei

0,1 mmol t* 1 mmol I*
Kontrolle (ohne Zusatz) 100 100
CaCl 102,9+ 5,0 100, 14,0
CuClh, 22,1+ 1,6 19,8+ 0,7
CusQ 21,9+ 4,6 22529
FeCk 101,1+ 4,2 102,0t 8,1
FeSQ 88,5+ 5,3 85,3 2,2
HgCl, 0,0+ 0,0 0,5£0,7
KCI 102,3+5,8 99,6+ 7,4
MgCl, 97,3+ 5,8 103,1+ 7,8
NaF 100,5+ 11,0 91,2+ 4,3
NiCl, 90,1+ 7,7 86,3 7,9
NiSO, 90,3+ 3,0 85,2 7,3
ZnCl, 103,3+4,1 94,1+ 8,4
ZnSQ, 97,9+ 15,7 90,9 15,0
DTT 103,8+1,1 102,5t 17,2
EDTA 100,7+ 11,4 101,# 15,9
L-Cystein 107,9+ 2,0 110,9 5,2
Natriumazid 104,6+ 6,7 105,6+ 2,2
Phenanthrolin 96,5+ 2,2 98,4+ 10,9
PMSF 110,6%+ 9,0 111,# 27,5

Es wurde weiterhin der Einfluss von einzelnen Ramirauf die Guanin-Deaminase

untersucht. Neben den bereits als potentielle &atlesgetesteten Purinen (vgl. Ab-
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schnitt 3.2.5.4), wurden weitere Purine oder Pwivdite verwendet. Mit Ausnahme
von Guanosin, das einen inhibitorischen Effekt \Bth% bewirkte, lbten die ein-
gesetzten Purine nur geringfugige Veranderunges fffximal 15 %) der relativen
Enzymaktivitat der gereinigten Guanin-Deaminase Auadeninivorand.S3 bezogen

auf die Kontrolle ausschlief3lich mit Guanin ausl(T2:6).

Tab. 3-6. Einfluss verschiedener Purine auf die Aktitat der Guanin-Deaminase Agdap.

Die relative Enzymaktivitat der Agdap (in %) wurdls Mittelwert aus drei biologischen Replikaten mit
gereinigter Guanin-Deaminase bestimmt. Die Staradawdichung entspricht der Abweichung vom
Mittelwert. Stoffmengenkonzentration der Purine \ieweils 0,2 mmolt zu dem verwendeten Guanin
(0,2 mmol M. R2, R6 und R8: Restgruppen an den Kohlenstoffatomen in den iaosit 2, 6 und 8 des
Purins. Kohlenstoffatom wurde mit einem Sticksttffa ausgetauschf)( Stickstoff der Position 9
wurde zusatzlich tiber eine N-glykosidische Bindamigdem C1 der -D-Pentose verkniipff),

Zugesetztes Purin relative Aktivitat (in %) R2 R6 8 R
Kontrolle (nur Guanin) 100 -NH =0 -H
2,6-Diaminopurin 106,7+ 7,4 -NH, -NH, -H
2-Amino-6-Chlorpurin 93,0+ 6,0 -NH, -Cl -H
6-Thioguanin 85,2+ 1,7 -NH, =S -H
8-Azaguanin 99,3+ 5,2 -NH, =0 e
8-Azaxanthin 94,5+ 16,9 = =0 e
Adenin 102,2+ 20,7 -H -NH, -H
Adenosiff 98,3+ 3,9 -H -NH, -H
Guanosifi 48,1+ 3,0 -NH, =0 -H
Harnsaure 89,3+ 5,3 =0 =0 =0
Hypoxanthin 100,1+ 5,5 -H =0 -H
Xanthin 90,6+ 17,7 =0 =0 -H

3.3 Charakterisierung der UratoxidaseAUOX/Auoxp

3.3.1 Charakterisierung désratoxidaseGens AUOX sowie Homologievergleich der

erhaltenen Auoxp-Seguenz

Neben der bereits beschriebenen Guanin-Deaminage Abschnitt 3.2) wurde die
Uratoxidase der Hefé. adeninivorand.S3 als ein weiteres purinabbauendes Enzym
charakterisiert. Die Nukleotidsequenz démtoxidaseGens wurde basierend auf dem
Vergleich zuUratoxidaseGenen aus Pilzen im sequenzierten und annoti€&tsom
der Hefe identifiziert. DasUratoxidaseGen liegt in einfacher Kopie auf dem
Chromosom 4.

Die Nukleotidsequenz sowie die daraus resultierefuinosauresequenz sind in der
Abbildung A-2 dargestellt. In der Nukleotidsequeather 5-Promotor-Region befindet
sich eine potentielle TATA-Box mit der Sequenz TAAAAC (Position -78 bis -71)

[188]. Das Gen besteht aus 921 Basenpaaren, d@éO@iAminosduren kodieren. In der
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Aminosauresequenz der Auoxp vén adeninivoransLS3 sind zahlreiche Sequenz-
motive sowie eine Kupferbindungsdoméne erkennhbarbdreits fir eine Vielzahl von
Uratoxidasen identifiziert wurden [135] und in deabelle 3-7 zusammengefasst sind.
Das C-terminale Tripeptid, das einer peroxisomajemgeting” Sequenz 1 (PTS1)
entspricht, deutet auf die peroxisomale Lokalisatii®s Proteins hin [189]. Als puta-
tives Polyadenylierungssignal wurde die SequenzATIMATTTTAT in der 3‘-Termi-
nator-Region (Position 937 bis 949) [190] identédrt.

Tab. 3-7. Potentielle funktionelle Domé&nen in der Ainosduresequenz von Auoxp.

Aminosauren der potentiellen Uratoxidase-speziisciDboméanen [135, 189] im Vergleich zu der
Uratoxidase ausA. adeninivoransLS3. Ubereinstimmende Aminosauren sind fett uatgrlX: jede
beliebige Aminoséaure.

Relevante Doméane Erkennungssequenz der Doméne reiquéuoxp Position
Motiv A [Y/H]GKXXV YGKDNV 9 bis 14
Motiv B NSX[V/[V/I][A/P]TD[S/T]XKN NSPVVPTDTVKN 53 bis 64

Kupferbindungs- :
domzne HXHXF HPHSF 118 bis 122
Motiv C VLKTTQS VLK STGS 154 bis 160
Motiv D SASVQATMY SPSVQATM F 231 bis 239

. [L/M]PN[K/LMH[F/Y][F/L] .
Region 1 [N/P/E]JI/ENV]N/D] LPNKHYFEID 259 bis 268
PTS1 [S/AIC][K/R/H][L/M] AKL 304 bis 306

Beim Vergleich der Aminosauresequenz von Auoxp drasd auf Daten der NCBI-
Datenbank wurden Homologien zu der Uratoxidase @dvberella fujikuroi (61%),
Neurospora crass®R74A (62 %)Asp. fumigatusAf293 (64%), Aspergillus clavatus
NRRL 1 (63%), Aspergillus nidulansFGSC A4 (626), A. dermatitidis SLH14081
(61%), Neosartorya fischerNRRL 181 (65 %),Talaromyces stipitatuwTCC 10500
(61 %),Penicillium marneffeATCC 18224 (61 %) (Abb. 3-11) ermittelt.

Abb. 3-11. Phylogenetischer Stammbaum dé&s. adeninivoransLS3 Auoxp.
Vergleich der Aminoséauresequenz der Auoxp Auadeninivorand S3 mit Uratoxidasen verschiedener
Pilze. In Klammern stehen die Akzession-Nummermh NOBI-Datenbank.
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Die putative Nukleotidsequenz dedJOX-Gens wurde als Ausgangspunkt fur die
Analyse der Regulation der Transkriptakkumulati@mwendet (vgl. Abschnitt 3.3.2).
Zusatzlich wurde die Gen-Sequenz fur die KonstarktionA. adeninivoransStammen

fur die Uberexpression défratoxidaseGens benotigt (vgl. Abschnitt 3.4).

3.3.2 Requlation dddratoxidaseund Nachweis der enzymatischen Aktivitat

Mit Hilfe von Uratoxidasespezifischen DNA-Oligonukleotiden erfolgte die Ayse
der UratoxidasemRNA-Menge in der purinabbauenden HefeadeninivoransLS3
unter verschiedenen Wachstumsbedingungen. Die RegulderUratoxidasewurde in
Abhangigkeit von der Induktionszeit und der Stofflygenkonzentration verschiedener
Stickstoffquellen untersucht. Der Einfluss der gerian Faktoren wurde auf der Ebene
der Transkriptakkumulation (vgl. Abschnitt 2.4.6)duder spezifischen Enzymaktivitat
(vgl. Abschnitt 2.5.6.2) ermittelt. Nach einer 2dwsdigen Wachstumsphase (HMM-
Glukose-Ammonium) wurden die Zellen in Medien mitterschiedlichen Stickstoff-
quellen (HMM-Glukose-Purin, -Ammonium oder -Nitraiperflhrt, kultiviert und Pro-

ben zu definierten Zeitpunkten entnommen (vgl. Alogit 2.2.2.3).

Der Abbildung 3-12 ist der zeitabhangige Einfluss 8tickstoffquellen zu entnehmen.
Die relative Transkriptakkumulation (Abb. 3-12, #fjeg im Verlauf der ersten 4 h der
Kultivierung, gefolgt von einer anschlieRenden Redun auf das Ausgangsniveau. Die
maximale Transkriptakkumulation war in den in HMMu&ose-Hypoxanthin kulti-
vierten Hefezellen zweimal hoher im Vergleich zu Heltivierung in HMM-Glukose-

Adenin.

Fur die enzymatische Aktivitat (Abb. 3-12, B) wurdie den ersten Stunden der
Kultivierung in HMM-Glukose-Purin ein Anstieg errtett. Der Anstieg war in der Kul-
tivierung mit Harnséure als Stickstoffquelle anmrlstéen im Vergleich zu einer Kulti-
vierung mit den Stickstoffquellen Hypoxanthin odetenin. Die Kultur in HMM-Glu-
kose-Harnsaure erlangte das Maximum nach einestéiclaigen Kultivierung, wohin-
gegen die maximalen Aktivitaten bei Verwendung 8éckstoffquellen Hypoxanthin
bzw. Adenin erst nach 12 Stunden erzielt wurdemn. &l drei verwendeten Purine
wurde ein &dhnlicher Maximalwert ermittelt. Im weéa Verlauf der Kultivierung
reduzierte sich die spezifische Enzymaktivitat lera purinhaltigen Kulturen. In den
ohne Purin kultivierten Hefezellen (HMM-Glukose-Aramum) wurden Uber die

gesamte Zeitspanne von 48 Stunden nur geringfigg&nderungen nachgewiesen.
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Abb. 3-12. Zeitabhéngiger Einfluss der Stickstoffgelle auf die relative Transkriptmenge der
AUOX und die spezifische Enzymaktivitat (Auoxp) vorA. adeninivoransLS3.

Die relative Transkriptmenge d&UOX-mRNA (A) wurde fiir behandelte Zellen (HMM-Glukose-Ade-
nin bzw. -Hypoxanthin) in Bezug auf unbehandeltdéefe(HMM-Glukose-Nitrat) unter Verwendung der
ReferenzgendHSB4 ALGY, TEF1 und TFIID mittels quantitativer Real-Time-PCR fur drei teisdohe
Replikate bestimmt. Der Mittelwert der spezifischEnzymaktivitdt der AuoxpB) wurde fir drei
biologische Replikate ermittelt. Die Standardabwaity entspricht der Abweichung vom Mittelwert.
Eingesetzte Stoffmengenkonzentration war 5 miol |

Die Proteinextrakte der induzierten HMM-Glukose-Auokultur wurden in einem
SDS-Gel elektrophoretisch getrennt und mittels Cassie-Blau visualisiert (vgl. Ab-
schnitt 2.5.3.1). Das Proteingel ist in Abbildunrd3 (A) dargestellt. Bei etwa 35 kDa
wurde beginnend mit der Probe nach 4 h eine zud@zProteinbande (siehe Pfeil)

identifiziert. Bei der Analyse hatte diese Protaintle nach 12 h die hdchste Intensitat.

Zusatzlich wurden die Proteinextrakte in einem vaati Polyacrylamidgel aufgetrennt
und mit Hilfe der Aktivitat der Uratoxidase als gdfte Proteinbande visualisiert (vgl.
Abschnitt 2.5.3.3). Ein Umsatz des Substrates (starre) durch die vorhandene
Uratoxidase wurde in der Probe bereits nach zwand&n (Abb. 3-13, B) belegt. Die
Intensitat der Verfarbung nahm im Verlauf der Ku#rung zu, was auf eine hdhere

Aktivitat der Uratoxidase hinwies. Schlief3lich nadm Intensitat wieder ab.

In der Abbildung 3-14 ist der Effekt, bedingt durcimterschiedliche Stoffmengen-
konzentrationen der Induktoren, zusammengefasse Erh6hung der relativen Trans-
kriptakkumulation (Abb. 3-14, A) wurde fur die Kiierung in HMM-Glukose-Ade-

nin, -Harns&ure und -Hypoxanthin ab 3 mmbhkchgewiesen. Die in HMM-Glukose-
Harnsaure und -Hypoxanthin kultivierten Hefezellsrigten eine hdohere Transkript-
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akkumulation im Vergleich zur Kultivierung mit destickstoffquelle Adenin. Der

Maximalwert wurde bei 5 mmot'lHarns&aure (386 a. u.) ermittelt.

Abb. 3-13. Visualisierung der zeitabhangigen Veranetung der Proteinextrakte durch Adenin als
Induktor.

Auftrennung der Proteinfraktionen im zeitlichen ‘aerf nach dem Wechsel des Mediums in HMM-
Glukose-Adenin (5 mmol) durch ein SDS-PAGE und Visualisierung durch CossieBlau ).
Auftrennung durch ein natives Proteingel und Visiatung mittels Farbung der Uratoxida&l.(Pfeil
kennzeichnet zuséatzliche Proteinbande. Protein &tgRM).
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Abb. 3-14. Einfluss der Stoffmengenkonzentration wschiedener Stickstoffquellen auf die relative
Transkriptmenge der AUOX und die spezifische Enzymaktivitat (Auoxp) vorA. adeninivoransLS3.
Die relative Transkriptmenge d&UOX-mRNA (A) wurde nach 2 h fur behandelte Zellen (HMM-Glu-
kose-Adenin, -Harnsaure und -Hypoxanthin) in Beau§ unbehandelte Zellen (HMM-Glukose-Nitrat)
unter Verwendung der ReferenzgehldSB4 ALGY TEF1 und TFIID mittels quantitativer Real-Time-
PCR fur drei technische Replikate bestimmt. Dertditert der spezifischen Enzymaktivitat der Auoxp
(B) wurde nach 4 h fir drei biologische Replikate igtt. Die Standardabweichung entspricht der
Abweichung vom Mittelwert.
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Die spezifische Enzymaktivitdt der Uratoxidase (ABH4, B) erhohte sich mit Zu-
nahme der Stoffmengenkonzentration bis 1 mmalhd blieb nachfolgend, mit Aus-
nahme der Adeninkultur, bei héheren Stoffmengen&otrationen annéhernd konstant
(etwa 0,22 U mg). Bei 0,2 mmol T Guanin bzw. Xanthin als Stickstoffquelle wurde
eine spezifische Enzymaktivitat von 0,11 bzw. 0Bg* bestimmt. In HMM-Glu-
kose-Ammonium wurde keine Veranderung der spehiéiscEnzymaktivitat nachge-

wiesen.

3.3.3 Intrazellulare Lokalisation der UratoxidasgoXp

Die intrazellulare Lokalisation der Uratoxidasedan Protoplasten einer induzierten
A. adeninivoransLS3-Kultur wurde mittels Dichtegradientenzentriftiga (vgl. Ab-
schnitt 2.5.5) analysiert. Nach der Trennung ddtkdepartimente in einem Saccha-
rosegradienten diente der Refraktionsindex der idtet des Gradienten. Fir jede
Fraktion wurde die enzymatische Aktivitat der Usadlase (vgl. Abschnitt 2.5.6.2)
sowie zweier kompartimentenspezifischer Markerereyrmstimmt. Als Marker fur die
Vakuole diente die -Mannosidase (vgl. Abschnitt 2.5.6.4), und der Mares Zyto-
plasmas war die G-6-P-DH (vgl. Abschnitt 2.5.6.3).

Die Analyse der einzelnen Fraktionen ergab eineuRimh des Refraktionsindex von
etwa 1,38 auf 1,34 (Abb. 3-15), was einer Abnahrae Saccharosekonzentration mit
zunehmender Fraktionsnummer entspricht. Die enzgoied Aktivitat der Uratoxidase
stieg ab Fraktionsnummer 12, erlangte das Maximufraktion 15 und reduzierte sich
in den nachfolgenden Fraktionen. Die Aktivitat deMannosidase, das Markerenzym
der Vakuole, steigerte sich ab Fraktion 17. Die imake Aktivitat wurde in den
Fraktionen 18 und 19 erreicht. In den nachstentlenaén verminderte sich die Aktivi-
tat auf 40 %. Fur das Markerenzym des Zytoplasmi@sG-6-P-DH, ergab der Nach-
weis der Enzymaktivitat einen leichten Anstieg irak&ion 17 und Enzymaktivitaten
zwischen 90 und 100 % in den darauffolgenden Foakt (18—22).

Die hochste enzymatische Aktivitat der Uratoxiddsmsxp wurde in der Fraktion 15
ermittelt. Diese Fraktion besald eine hthere Saosbkonzentration im Vergleich zu
den nachfolgenden Fraktionen, in denen die hoohktigitat des jeweils verwendeten
Markerenzyms nachgewiesen wurde. Daher kann eikalisation der Uratoxidase in
der Vakuole sowie im Zytoplasma ausgeschlossen emerdnhand der Analyse der

Aminosauresequenz und der dabei identifizierterer@tinalen Signalsequenz (vgl. Ab-
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schnitt 3.3.1) wurde eine peroxisomale Lokalisatamgenommen. Es gelang nicht die
Aktivitat eines typischen Markerenzyms der Peraxien, wie D-Aminosaure-Oxidase,
oder der Mitochondrien (Cytochrom-c-Oxidase), im deraktionen des Gradienten

nachzuweisen.
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Abb. 3-15. Intrazelluldre Lokalisation der Uratoxidase Auoxp inA. adeninivoransLS3-Hefezellen
(mittels Dichtegradientenzentrifugation).

Primérachse: Enzymaktivitdten der Uratoxidas®annosidase (Markerenzym der Vakuole) und G-6-P-
DH (Markerenzym des Zytoplasmas). SekundarachsefraRimnsindex einer Dichtegradienten-
zentrifugation auf einem Gradienten mit 17,5 bigd@accharose.

3.3.4 Reinigung der Uratoxidase Auoxp

Die biochemische Charakterisierung der Uratoxidagelgte mit gereinigtem Enzym
ausA. adeninivorand S3-Hefezellen [HMM-Glukose-Harnsaure (5 mmid] 8 h), vgl.
Abschnitt 2.2.2.3]. Die Charakterisierung dienta @#mittlung der optimalen Para-
meter fur die Enzymreaktion sowie der notwendiges&fze fir eine maximale enzy-
matische Aktivitat. Die Reinigung der Uratoxidaserde zur Entfernung samtlicher
inhibierender Substanzen sowie nicht relevanteteifre durchgefiihrt. Nach Anionen-
austauschchromatographie mittels DEAE-SepharodeAbgchnitt 2.5.4.2) wurden die
vereinten Proteine nach der GroR3e fraktioniert.(Mpschnitt 2.5.4.3).

Die maximale Enzymaktivitat wurde bei einer nativanlekularen Masse von 65 bis
70 kDa bestimmt. In der Tabelle 3-8 ist ein Ubailbliiber eine Reinigung der
Uratoxidase zusammengefasst. Die Uratoxidase wundgimal um das 4,4-fache

gereinigt und auf eine spezifische Aktivitat voBOHU mg* konzentriert.
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Tab. 3-8. Reinigung der Uratoxidase Auoxp vor\. adeninivoransLS3.

Die Hefezellen wurden fur 24 h in HMM-Glukose-Nitkaultiviert, gewaschen und geshiftet nach HMM-
Glukose-Harnsaure (5 mmal)l fur 8 h. Fiir jeden Reinigungsschritt wurden dagraktvolumen, der
Proteingehalt und die Enzymaktivitat aufgezeichuret die spezifische Aktivitat, die Ausbeute sowie d
Reinigung berechnet.

Extrakt- Protein- I spezifische -
Methode volumen gehalt Ak_t|V|tat Aktivitat Aqsboeute R_elnflgur:lg
(in mi) (in mg) NU) " inumgy  (n%) (in -fach)
Rohextrakt 11 127,0 9,8 0,08 100,0 1,0
DEAE 6,5 48,4 3,0 0,06 30,8 0,8
Superdex 3,5 0,9 0,3 0,34 2,9 4.4

Im Anschluss wurden die einzelnen Schritte der Ramg in einem SDS-Gel
aufgetrennt und visualisiert (vgl. Abschnitt 2.8)3 Das Proteingel (Abb. 3-16, A) zeigt
nach dem zweiten Reinigungsschritt eine Proteindamlderhalb von 35 kDa (siehe
Pfeil), wie bereits bei der zeitabhangigen Induktia einer Kultur mit Adenin (vgl.

Abschnitt 3.3.2) festgestellt wurde.

Die entsprechende Proteinbande wurde aus dem SD8uSgeschnitten, mit Trypsin
inkubiert und mittels nanoLC-ESI-Q-TOF-MS/MS anadys (vgl. Abschnitt 2.5.7.2).
Ein Abgleich gegen die Sequenzdatenbank moadeninivoransergab einen signifi-
kanten Treffer fir den Identifier Arxula_mira_c5Die gefundenen 11 Peptide (fett
dargestellt in Abb. 3-16, B) fiihrten zu einer Sequidereinstimmung von 37 % zu der

putativen Aminosauresequenz der Auoxp.

Abb. 3-16. Reinigung der Uratoxidase Auoxp und ldetifikation der Proteinbande mittels nanoLC-
ESI-Q-TOF-MS/MS.

Auftrennung der Proteinfraktionen durch SDS-PAGH Wisualisierung mittels Coomassie-Blafl)(
Protein Marker PM), Rohextrakt RE), vereinte Fraktionen nach DEAE-Sephard3&AE) und nach
Gelfiltration (SuperdeX. Identifikation der gekennzeichneten Bande (Pfalié Auoxp mittels nanoLC-
ESI-Q-TOF-MS/MS. Fett unterlegte Peptide flihrtenlzentifikation des Proteingj.
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3.3.5 Biochemische Charakterisierung der Uratoxdd®soxp

3.3.5.1 Einfluss des pH-Wertes auf die Aktivitat deatoxidase Auoxp

Der Einfluss des pH-Wertes auf die enzymatischeivitét der Uratoxidase aus
A. adeninivorand.S3 wurde in Natrium-Citrat- (pH 3,0-5,5), KaliuRhosphat- (pH
6,0-7,0), Tris-Acetat- (pH 7,5-9,0), Glycin-Natribgdroxid- (pH 9,5-10,5) und Di-
natriumhydrogen-Phosphat-Puffer (pH 11,0-11,5) rsatht (vgl. Abschnitt 2.5.6.2).
Die hochste enzymatische Aktivitat wurde bei eirgfaWert von 8 bestimmt (Abb. 3-
17, A). In einem pH-Bereich von 7,5 bis 9,5 wurdeeerelative Enzymaktivitat von
mindestens 80 % nachgewiesen.

Die Stabilitat der enzymatischen Aktivitat in dearschiedenen Puffern wurde nach
einer zweistundigen Prainkubation des Puffer-Engemisches bei 37 °C ermittelt.
Die maximale Stabilitat wurde bei einem pH-Wert \&b festgestellt (Abb. 3-17, B).
Die ermittelten Daten belegten eine relative Enztimdat von tber 80 % im pH-
Bereich von 7,5 bis 10,0.
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Abb. 3-17. Einfluss des pH-Wertes auf die Uratoxidse-Aktivitat Auoxp.

pH-Optimum A) und Stabilitat des pH-Optimums nach zweistlindiBedinkubation bei 37 °CBj
wurden mit gereinigter Uratoxidase als Mittelweudsadrei biologischen Replikaten in Natrium-Citrat-
(pH 3,0-5,5), Kalium-Phosphat- (pH 6,0-7,0), Trisefat- (pH 7,5-9,0), Glycin-Natriumhydroxid- (pH
9,5-10,5) und Dinatriumhydrogen-Phosphat-Puffer (0H0-11,5) ermittelt. Die Standardabweichung
entspricht der Abweichung vom Mittelwert.

3.3.5.2 Einfluss der Temperatur auf die Aktivitéat tratoxidase Auoxp

Die Ermittlung der optimalen Inkubationstemperatir die gereinigte Uratoxidase
erfolgte nach einer 20-mindtigen Prainkubation dasfer-Enzym-Gemisches mit

einem pH-Wert von 8,0 sowie des Substrates beir dieenperatur zwischen 25 und
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55 °C (vgl. Abschnitt 2.5.6.2). Durch die Zugabes d@ubstrates wurde die enzyma-
tische Reaktion gestartet und bei den gewahltenp€esturen fir 15 min durchgefuhrt.
Die optimale Temperatur fur die Inkubation der Oxitlase lag bei 40 °C (Abb. 3-18,

A). Eine relative Enzymaktivitat von tber 80 % weris 50 °C nachgewiesen.

Die temperaturabhangige Stabilitat der enzymatisdReaktion der Uratoxidase ist in
Abbildung 3-18 (B) zusammengefasst. Das Puffer-Engemisch mit einem pH-Wert

von 8,0 wurde zu diesem Zweck fur unterschiedlisti@ibationszeiten (0, 15, 30, 45
oder 60 min) bei verschiedenen Temperaturen (306@®zw. 60 °C) prainkubiert. Die

enzymatische Reaktion wurde im Anschluss an dienRubBation durch die Zugabe des
Substrates eingeleitet und bei 40 °C inkubiert. i@lative enzymatische Aktivitat blieb

bis zu einer Prainkubationstemperatur von 50 °G tba untersuchten Zeitraum stabil.
Bei hoherer Temperatur ging die Stabilitdt der ematyschen Reaktion bereits nach
15 min fast vollstandig verloren.
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Abb. 3-18. Einfluss der Temperatur auf die Uratoxicdise-Aktivitat Auoxp.

TemperaturoptimumA) und Stabilitat der enzymatischen Reaktion nackerePrainkubation fur O bis
60 min bei 30 bis 60 °CB|) wurden als Mittelwert aus drei biologischen Rkgién mit gereinigter
Uratoxidase in einem Puffer pH 8,0 bestimmt. DianSardabweichung entspricht der Abweichung vom
Mittelwert.

3.3.5.3 Ermittlung von ¥ und \max flr die Uratoxidase Auoxp

Die Michaelis-Menten-Konstante (KWert) der Uratoxidase wurde, wie in Abschnitt
2.5.6.2 beschrieben, mit Hilfe des Hanes-Woolf-Daagmes berechnet. Die verwen-
deten Harnsaurestoffmengenkonzentrationen (0 b@&ungol I) ergaben einen yk
Wert von 56 pmolt und einen pacWert von 79 nmol mit (Abb. 3-19). Eine
Wechselzahl (k) von 38 & wurde unter Beriicksichtigung der zwei katalytische

Zentren der Uratoxidase mit einer nativen molelanawasse von 65 bis 70 kDa (vgl.
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Abschnitt 3.3.4) bestimmt. Die Enzymeffizienz.{lkwv) betragt 0,7 | (umol &) Eine
Kooperativitdt der zwei Untereinheiten wurde veratujedoch nicht eindeutig nach-
gewiesen.
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& (in (umol I11) (pmol min-t)1)

00 100 300 500 700 900
Harnséaure (in pumol I1)

Abb. 3-19. Hanes-Woolf-Diagramm zur Bestimmung vorky, und v, der Uratoxidase Auoxp fir
das Substrat Harnsaure.

Berechnung des \k und wvn,,cWertes der gereinigten Uratoxidase mit Hilfe desnék-Woolf-
Diagrammes unter Verwendung von verschiedenen rBésiflenkonzentrationen zwischen 0 und
750 pmol T fir Harnsaure.

3.3.5.4 Substratspektrum der Uratoxidase Auoxp

Als potentielle Substrate der Uratoxidase wurdemineuoder Purinderivate, wie in
Tabelle 3-9 aufgelistet, eingesetzt. Die Purindgavweisen Methylierungen an ver-
schiedenen Stickstoffatomen auf oder verfiigen @ébs Offnung in einem der Ring-
systeme, die mit dem Verlust von einzelnen Atomerbunden ist. Der Nachweis der
enzymatischen Aktivitat erfolgte Uber eine Farbtieek mit der die abgespaltenen
Wasserstoffperoxidmoleklle mittels einer Peroxidaseymatisch umgesetzt und der
gebildete Farbstoff photometrisch bestimmt wurdg. (kbschnitt 2.5.6.2).

Die ermittelten enzymatischen Aktivitaten unter déerwendung der potentiellen
Substrate sind in der Tabelle 3-9 zusammengef@sa$iei wurde die Aktivitat mit dem

Substrat Harnsaure als 100 % festgelegt. Keinesvelvendeten Purine bzw. Purin-
derivate erzielte eine enzymatische Aktivitat grodde 4 % verglichen mit dem Substrat

Harnsaure. Die Daten belegen das enge Substratspetter Uratoxidase Auoxp.
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Tab. 3-9. Substratspektrum fur die enzymatische Rddion der Uratoxidase Auoxp.

Die relative Enzymaktivitat der Auoxp (in %) wurdés Mittelwert aus drei biologischen Replikaten mit
gereinigter Uratoxidase bestimmt. Die Standardathveig entspricht der Abweichung vom Mittelwert.
Stoffmengenkonzentration der Purine war jeweils rirfiol I'. R2, R6 und R8: Restgruppen an den
Kohlenstoffatomen in den Positionen 2, 6 bzw. 8 @esins. Kohlenstoffatom wurde mit einem
Stickstoffatom ausgetauscH)).( Stickstoff der Position 9 wurde zusatzlich Uleéme N-glykosidische
Bindung mit dem C1 der-D-Pentose verkniipff), Ringéffnung im heterozyklischen Ring mit Verlust
von Atom der Position 6° Methylgruppe an vorhandenem Stickstoffatom aiigef(Angabe der
Position) f). Ringdffnung im Imidazol-Ring, Verlust von Atonmed Position 7 und 8, Austausch von
Kohlenstoff- bzw. Stickstoffatom in den PositionBrnund 9, Kohlenstoffatom der Position 9 mit =O
sowie —O verbunden®. n. v. nicht vorhanden.

Substrat relative Aktivitat (in %) R2 R6 R8
Harnsaure 100 = = =
8-Azaxanthin 1,2+1,2 =0 = @
Adenin 0+0 -H -NH, -H
Adenosift 0,7+0,7 -H -NH, -H
Allantoin® 0,1+0,2 =0 n. v. =0
Guanin 0+0 -NH, = -H
Guanosifi 2,715 -NH; =0 -H
Hypoxanthin 4,0+1,5 -H =0 -H
Inosir? 0,3+ 0,6 -H =0 -H
Koffein® @37 0,4+0,5 =0 =0 -H
Oxonaf 0,9+1,0 =0 =0 n. v.
Theobromif &7 2,7+0,4 =0 =0 -H
Xanthin 0,1+0,1 =0 =0 -H
Xanthosif} 0,4+ 0,4 =0 =0 -H

3.3.5.5 Einfluss verschiedener Zusatze auf dievitiiti der Uratoxidase Auoxp

Die Bestimmung des Effektes einiger Salze sowieemrdSubstanzen erfolgte nach
einer einstindigen Prainkubation des Gemischedemt Zusatz in unterschiedlichen
Stoffmengenkonzentrationen (0,1 bzw. 1 mn®l Nach der Zugabe des Substrates der

Uratoxidase ist die weitere Vorgehensweise dem ii#c2.5.6.2 zu entnehmen.

Die resultierenden Effekte sind in der Tabelle 3-Hargestellt. Eine starke
inhibitorische Wirkung ging von den Kupfersalzersakine Verwendung von Queck-
silberchlorid bewirkte eine Reduktion auf maxim&l % der relativen Enzymaktivitat
verglichen mit der Kontrolle ohne Zuséatze (100 &ggative Effekte wurden weiterhin
durch 1 mmolt C&®*, Ni** und zrf* bestimmt, mit einer maximalen relativen Enzym-
aktivitat von 29 %. Die Prainkubation mit 0,1 mnfioINi?* und Zrf* filhrte zu keiner
Veradnderung der enzymatischen Aktivitat. Eine Edrighder enzymatischen Aktivitat
um 23 % wurde durch 0,1 mmé! ICo™* nachgewiesen. Eine Steigerung bzw. Reduk-
tion der enzymatischen Aktivitdt um maximal 16 %rdei durch die lonen Eé K,

Mg** und N4 sowie die verwendeten Zusétze EDTA, Natriumazherranthrolin und

69



KAPITEL 3—ERGEBNISSE

PMSF (0,1 und 1 mmol*) hervorgerufen. Eine Zunahme der Aktivitat um e&@a%
wurde durch DTT bzw. die Aminosaure L-Cystein dtzie

Tab. 3-10. Einfluss verschiedener Salze und Substaan auf die Aktivitat der Uratoxidase Auoxp.
Die relative Enzymaktivitat der gereinigten Urattese (in %) wurde als Mittelwert aus drei biolopisa
Replikaten bestimmt. Die Standardabweichung erdispder Abweichung vom Mittelwert.

relative Aktivitat (in %) bei relative Aktivitat (in %) bei

Zusatz

0,1 mmol t* 1 mmol I*
Kontrolle (ohne Zusatz) 100 100
CoCh 122,7+ 3,7 17,7+ 3,4
CuCh 7,7+2,1 8,8+ 5,0
CusQ 7,627 4,9+ 4,9
FeCk 84,2+ 14,1 85,# 17,9
HgCl, 13,0+ 5,1 0x0
KCI 100,6% 2,9 95,0+ 8,9
MgCl, 94,9+ 9,9 90,5+ 10,4
NacCl 98,8+ 1,1 96,3+ 8,2
NaF 108,4+ 8,0 110,3t 11,7
NiCl, 96,6+ 4,3 28,5 5,1
NiSO, 100,1+ 3,2 27,% 3,5
ZnCl, 108,2+ 2,2 25,354
ZnSQ, 103,1+ 2,0 19,6t 4,2
DTT 149,8+ 37,0 150,# 40,5
EDTA 110,0+ 6,7 112,9 11,7
L-Cystein 150,8+ 35,2 143,5 35,7
Natriumazid 103,3+ 8,5 104,06+ 7,8
Phenanthrolin 103,1+ 8,7 86,0+ 18,9
PMSF 104,2+ 8,6 102,35 4,5

Weiterhin wurde fir die Charakterisierung der bimiischen Eigenschaften der
Uratoxidase aué\. adeninivorand.S3 die zusatzliche Verwendung von Purinen oder
diversen Purinderivate getestet. Verwendung fam@d@i unter anderem die bereits als
potentielle Substrate ausgeschlossenen Stoffe Algdchnitt 3.3.5.4). Der Nachweis
der enzymatischen Aktivitdt der Uratoxidase warnéis als Farbreaktion an die

Aktivitat einer Peroxidase gekoppelt (vgl. Abschgib.6.2).

Die Mehrzahl der getesteten Purine bzw. Purindexjwaie Adenin, Allantoin, Koffein

oder Theobromin, bewirkten nur geringfiigige Andeyuter relativen Enzymaktivitat
bis maximal 20 % verglichen mit der Kontrolle ohmnesatzliches Purin oder Purin-
derivat (Tab. 3-11). Beispielsweise inhibierte Xantdie enzymatische Aktivitat um
fast 18 % und Hypoxanthin steigerte die Aktivitdh wetwa 16 %. Eine deutliche
Reduktion der enzymatischen Aktivitat um etwa 4@irde mit Guanin beobachtet.
Fast 80 % der Aktivitdt der Uratoxidase ging dumdn Zusatz von 8-Azaxanthin

verloren. Das Purinderivat Oxonat verursachte ddigkste Inhibition (91 %).
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Tab. 3-11. Einfluss verschiedener Purine auf die Ak/itat der Uratoxidase Auoxp.

Die relative Enzymaktivitat der Auoxp (in %) wurdés Mittelwert aus drei biologischen Replikaten mit
gereinigter Uratoxidase bestimmt. Die Standardathveig entspricht der Abweichung vom Mittelwert.
Stoffmengenkonzentration der Purine war jeweils rirfol ' zu der verwendeten Harnsaure
(1,2 mmol 1*). R2, R6 undR8: Restgruppen an den Kohlenstoffatomen in den iBosit 2, 6 bzw. 8 des
Purins. Kohlenstoffatom wurde mit einem Sticksttffa ausgetauschf)( Stickstoff der Position 9
wurde zusatzlich tber eine N-glykosidische Bindumig dem C1 der -D-Pentose verkniipft®)
Ringo6ffnung im heterozyklischen Ring mit Verlustrvédtom der Position 6° Methylgruppe an
vorhandenem Stickstoffatom angefiigt (Angabe deitibo} (). Ringoffnung im Imidazol-Ring, Verlust
von Atom der Position 7 und 8, Austausch von Koslefi- bzw. Stickstoffatom in den Positionen 5 und
9, Kohlenstoffatom der Position 9 mit =O sowie v&rbunden€. n. v. nicht vorhanden.

Substrat relative Aktivitat (in %) R2 R6 R8
Kontrolle (nur Harnsaure) 100 =0 =0 =
8-Azaxanthin 22,3+0,8 =0 =0 @
Adenin 111,2+ 7,4 -H -NH, -H
Adenosift 104,9+ 5,4 -H -NH, -H
Allantoin® 102,1+ 5,7 =0 n. v. =0
Guanin 59,5+ 27,5 -NH, =0 -H
Guanosifi 111,3+ 6,1 -NH, =0 -H
Hypoxanthin 115,5+5,1 -H =0 -H
Inosir? 106,0+ 8,3 -H =0 -H
Koffein? @37 101,6+ 3,3 =0 =0 -H
Oxonaf 9,0+ 3,0 =0 =0 n. v.
Theobromifl &7 113,4+ 5,6 =0 =0 -H
Xanthin 82,1+ 1,5 =0 =0 -H
Xanthosif} 103,1+ 2,8 =0 =0 -H

3.4 Uberexpression desAGDA- und AUOX-Gens sowie Charakteri-

sierung der rekombinanten Proteine

3.4.1 Klonierung auf der Basis des X5iB¢#Vektorsystems

Nach der Charakterisierung der purinabbauenden re@zzusA. adeninivorand.S3,
stellte die induktorunabhéangige Uberexpression Geanin-Deaminase bzw. der
UratoxidaseGene ein weiteres Ziel dieser Arbeit dar. Die higpén Stamme wurden

mit Hilfe des etablierten Xpl&-Vektorsystems [1] erzeugt.

Das Xploff2-Transformations-/Expressionssystem besteht ansneiE. colispezi-
fischen Teil sowie einer verkirzten hefespezifiscBequenz (25S-rDNA Sequenz aus
A. adeninivorang welche durch eine multiple Klonierungsstellearhtochen ist, in die
bis zu funf Module fur die Selektion bzw. Expressiotegriert werden kénnen. Der
E. colispezifische Vektorteil ist durch eine Restriktiendonuklease komplett vom
hefespezifischen Vektorteil trennbar. Die Selelkdionnd Expressionsmodule wurden
mit der 25S-rDNA-Sequenz flankiert [YRC (yeast ribosomal ANntegration

expression cassette), mit RERsd] sowie ohne die flankierende hefespezifische
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Sequenz [YICs (yeast integration expression casgetnit RENSbf] ins Genom der
Hefe Gber homologe oder nicht-homologe Rekombinantegriert.

3.4.2 Selektionsmodule

Eine Komplementation der Auxotrophie der verwenddtefemutanten erfolgte tber
das Selektionsmodul. Verwendung fanden in diesdreirdie tryptophanauxotrophe
Hefe A. adeninivoransG1212 (homologe Expression) und die uracilauxdteopiefe

H. polymorphaRB11 (heterologe Expression) (vgl. Abschnitt 2)1.2

Das Selektionsmodul fur die tryptophanauxotrophefeHa. adeninivoransG1212
bestand aus de®LEU2-Promotor, demATRP1mGen und dessen endogenen Termi-
nator. Nach der Integration dieses Selektionsmauulas Xplof2-Transformations-/
Expressionssystem wurde das Plasmid Xplor2.2 etZéldp. A-3, A) [1], das als Basis
fur die Konstruktion der Xplor2.2-Derivate diente.

Fur die uracilauxotrophe Hetd. polymorphaRB11 enthielt das Selektionsmodul das
AURA3mmnrGen einschliel3lich des endogenen Promotors undnifators. Das
AURA3mmnrGen stammte aus dem Vektor p(?FIIZIOPO-AURA3mmm. Das erzeugte
Plasmid Xplor2.3 (Abb. A-3, B) ermdglichte die Konstion der Xplor2.3-Derivate.

3.4.3 Expressionsmodule

Die unterschiedlichen Expressionsmodule basierein dau Nutzung verschiedener
Promotoren sowie der Modifikation dé€3uanin-Deaminasebzw. desUratoxidase
Gens mit einer Nukleotidsequenz kodierend flr eisechsfachen Histidin-Tag (His-
Tag, Kennzeichnung: 6H). Die konstitutive Expreasmurde durch deiEF1-Promo-
tor ermdglicht. Fir eine induzierbare Expressiorrdeuder nitratinduzierbar@Y NI
Promotor bzw. der methanolinduzierbd@®ID-Promotor verwendet. Als Terminator

der Transkription diente d&HO5 Terminator au$. cerevisiae

Zu Beginn der Klonierungsarbeiten wurden die Basitaren bestehend aus Promotor,
Erkennungssequenz fir die REEEARI, BanHI sowie Notl und Terminator erstellt.
Das entstehende Expressionsmodul war dabei voRdstmiktionsschnittstellen fiBall
und Apa bzw. Spé und Sadl flankiert. Aus den zur Verfligung stehenden Ve&to
pBS-TEF1-PHO5-SA und pBS-TEF1-PHO5-SS wurde duraktdusch des Promotors
(Donor: pCRZ-TOPO-AYNI1-ATAN1-PHO5) pBS-AYNI1-PHO5-SA sowie pBS
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AYNI1-PHOS5-SS erzeugt. DeFMD-Promotor fur pBS-FMD-PHO5-SS stammte aus
dem Plasmid pBS-MOX-FMD-PHO5-EBNL1.

Nach der Amplifikation der Gene (vgl. Abschnitt ZBwurden die isolierten DNA-
Fragmente (flankiert mit Erkennungssequenz fir REERI und Notl) zwischen Pro-
motor und Terminator tUber einen DNA-Verdau mit deBN EcoRl und Not (vgl.
Abschnitt 2.3.2) und einer nachfolgenden Ligatiegl.(Abschnitt 2.3.6) in das Plasmid
integriert. Die konstruierten Vektoren mit den Eegsionsmodulen deGuanin-
Deaminasaund Uratoxidasewurden im Anschluss Uber einen Restriktionsver(&al
und Apa bzw. Spé und Sadl) in die Basisvektoren Xplor2.2 (Abb. A-3, A) bzw
Xplor2.3 (Abb. A-3, B) integriert.

3.4.4 Uberblick Uiber die erstellten Transformatkassetten

Die HefenA. adeninivoransG1212 (vgl. Abschnitt 2.3.8) odéd. polymorphaRB11
(vgl. Abschnitt 2.3.9) wurden mit linearen Transf@tionskassetten transformiert.
Dafur wurden die konstruierten DNA-Plasmide (Abb3Aind A-4) mit den Restrik-
tionsendonukleaseAsd bzw. Sbt (vgl. Abschnitt 2.3.2) verdaut. In Abbildung 3-20
sind die YRC-Varianten dargestellt, die durch digfé&nung der flankierenden25S-

rDNA-Sequenzen (REISbT) zu YIC-Transformationskassetten modifizierbareva

Die Kontrollstdamme (Abb. 3-20, A, B) enthalten adellich das Selektionsmodul,
das fir die Komplementierung der Auxotrophie unchialer Selektion der Mutanten
notwendig ist. In allen Uberexpressionsstammen &unit dem Selektionsmodul min-
destens ein Expressionsmodul in die Hefe transtmtn®\bb. 3-20, C—N).

Bei YRC102-AYNI1-AGDA(6H), -AUOX(6H) sowie YRC103M¥D-AUOX(6H)
(Abb. 3-20, C—H) handelt es sich um Transformatassetten mit nitrat- bzw. metha-
nolinduzierbarer Expression. Die Gene dananin-Deaminasaind derUratoxidase
wurden dabei unverandert (Abb. 3-20, C, E, G) bmadifiziert mit einer Nukleotid-

sequenz kodierend fur einen C-terminalen His-Tagx/8-20, D, F, H) verwendet.

Eine konstitutive Expression d&uanin-Deaminasézw. derUratoxidasewurde durch
die Transformationskassetten YRC102-TEF1-AGDA(6FAUOX(6H), -6HAUOX
und -2AUOX (Abb. 3-20, I-N) ermdéglicht. Das Expressmodul mit demGuanin-
Deaminase bzw. demUratoxidaseGen befand sich einfach (Abb. 3-20, I, K) bzw.

zweifach (Abb. 3-20, N) in der TransformationskdigseEine Modifikation des Gens
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wurde mit einer Nukleotidsequenz kodierend fir ei=terminalen His-Tag (Abb. 3-
20, J, L) bzw. fiir einen N-terminalen His-Tag (ABB20, M) erzielt.

Abb. 3-20. Ubersicht tber die erstellen Transformabnskassetten.

Transformationskassetten hach DNA-Verdau mit REd. Grundelemente: Promotor, Gen-ORF, Trans-
kriptionsterminator und 25S-rDNA-Fragmente. Wenn die Grundelemente niamtednh erkennbar sind,
wurden endogene Promotoren oder Terminatoren zuf @Rwvendet. Erkennungssequenzen der REN
Asd und Sbf wurden abgebildet.
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3.4.5 Selektion der erhaltenen Transformanden

Die Integration der unterschiedlichen Typen vonn&farmationskassetten ging mit der
Komplementierung der Auxotrophie der Mutantén adeninivoransG1212 bzw.
H. polymorphaRB11 einher und ermdglichte das Wachstum der Toamsfnden auf
Kultivierungsplatten ohne zusatzliche Aminosaurerodase. Fur etwa 50 Hefetrans-
formanden jedes Typs der Transformationskassettdemdie Integration der DNA ins
Genom der Hefe stabilisiert (vgl. Abschnitt 2.2)2.Bie mitotisch stabilen Transfor-
manden wurden kultiviert (vgl. Abschnitt 2.2.2.4)duauf ihre enzymatische Aktivitat
bezuglich der Guanin-Deaminase (vgl. Abschnitt®$. bzw. der Uratoxidase (vgl.
Abschnitt 2.5.6.2) untersucht.

Bei der Selektion von Transformanden der untersiticieen Typen wurde eine Viel-
zahl von Hefetransformanden mit erhéhter Enzyméktivm Vergleich zum Kontroll-
stamm ermittelt. Ein Vergleich der unterschiedlicig/pen von Transformationskasset-
ten (als YIC bzw. YRC) ergab eine hohere enzymiagisgktivitat mit den konstitutiv
exprimierten Genen im Vergleich zu den induziegrerierten Genen, was sowohl fur
die rekombinante Guanin-Deaminase als auch diembkwnte Uratoxidase galt.
Wenige Hefetransformanden des Typs G1212/YRC102~ 1212/YIC102-AYNI1-

AUOX stellten eine Ausnahme dar, da sie ebenfatls erh6hte enzymatische Aktivitat

besalRen. Fur die nachfolgenden Untersuchungen wurdensformanden der Trans-
formationskassetten-Typen mit konstitutiver Expi@sgewahlt, fur welche die héchste
enzymatische Aktivitat bestimmt wurde. Zusatzliclurden fur die Analysen der
Uratoxidase einige Hefetransformanden des Typs &YRC102- bzw. G1212/
YIC102-AYNI1-AUOX verwendet.

3.4.6 Vergleich der Transformanden mit rekombina@ganin-Deaminase

Die stabile Integration der Transformationskasdgt@DA-Gen) in die Transformanden
wurde mit Hilfe einer Southern-Blot-Analyse UberfpriDaftir wurde die genomische
DNA ausgewahlter Transformanden isoliert (vgl. Abbst 2.3.10.3) und mit der REN
Pvdl verdaut (vgl. Abschnitt 2.3.2). Die elektrophtiseh getrennte DNA wurde
.geblottet” und mit eineAGDA-spezifischen DNA-Sonde hybridisiert (vgl. Abschnit
2.3.12).
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Das entstandene Bandenmuster (Abb. 3-21, A) zeigiem Kontrollstamm G1212/
YRC102 eine Bande oberhalb von 4000 BasenpaarezseDBande entspricht der
GroRe des DNA-Fragmentes des endogeA&GDA-Gens nach einem Verdau der
genomischen DNA miPvul (Abb. 3-21, B). Die Transformationskassette weuridc
mindestens einer Kopie ins Genom des StamAesdeninivoransG1212 integriert,

was durch zusatzliche Banden im Southern-Blot hestg

Abb. 3-21. Nachweis der Integration der Transformaibnskassette mitAGDA-Gen in das Genom
von A. adeninivoransG1212.

Die genomische DNA nach Restriktion mit der REEMull und Southern-Blot (Sonde entspricht dem
AGDA-ORF) fur G1212/YIC102-TEF1-AGDA, G1212/YRC1OEF1-AGDA, G1212/YIC102-TEF1-
AGDAG6H, G1212/YRC102-TEF1-AGDA6H und G1212/YRC10R)( Schnittmuster der RERvul in
der genomischen DNAB)). Marker: GeneRulé! 1 kb DNA Ladder.

Die Transformanden mit integrierter Transformati@assette wurden in HMM-Glu-
kose-Nitrat Uber 96 h kultiviert (vgl. Abschnitt222.4). Neben der Bestimmung der
enzymatischen Aktivitat der Guanin-Deaminase (Wghschnitt 2.5.6.1) wurde das
Trockengewicht der Hefezellen ermittelt (vgl. Absith2.2.4). Die resultierende spezi-
fische Aktivitat der Transformanden zeigte fir alktesteten Stamme mit integriertem
Expressionsmodul eine Steigerung nach 24 h (A#2)3Es wurden dabei Werte von
52 bis 73 U g TG nachgewiesen. In den 48 h-Proben wurden redeztivitaten bei
den getesteten Transformanden ermittelt. In dentidbstdmmen (G1212/YRC102,
-YIC102) wurde keine erhthte Aktivitat bestimmt.eChdchste enzymatische Aktivitat
wurde mit G1212/YRC102-TEF1-AGDAG6H erreicht.
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Abb. 3-22. Aktivitdt der rekombinanten Guanin-Deaminase in A. adeninivorans G1212-Trans-
formanden.

Ermittlung des Mittelwertes (drei biologische Ré&ple) der enzymatischen Aktivitat der Guanin-
Deaminase (in UY) und des Trockengewichtes (in g T Ider Transformanden in einer HMM-
Glukose-Nitratkultur. Berechnung der spezifischektivitat (in U g' TG). G1212/YIC102-TEF1-
AGDA, G1212/YIC102-TEF1-AGDA6H, G1212/YI1C102, G12YRC102-TEF1-AGDA, G1212/
YRC102-TEF1-AGDAG6H und G1212/YRC102. Die Standamd@ichung entspricht der Abweichung
vom Mittelwert.

3.4.7 Charakterisierung der rekombinanten Guaniarilsase Agda6hp

Die Selektion von Transformanden unterschiedlichgps (vgl. Abschnitt 3.4.5) ergab
eine erhdhte enzymatische Aktivitat in den Trans@mmden mit einer konstitutiv expri-
mierten, rekombinanten Guanin-Deaminase. Die #talmtegration der Transforma-
tionskassette in das Genom der Transformande wuitdeiner Southern-Blot-Analyse
bestatigt (vgl. Abschnitt 3.4.6). Beim Vergleichr dmzymatischen Aktivitaten zeigte
die Guanin-Deaminase der Transformande G1212/YROH2-AGDAGH nach 24-

stiindiger Kultivierung (HMM-Glukose-Nitrat) einenadimalwert und wurde mit dem

endogenen Enzym aus der Hé&feadeninivoran+.S3 verglichen.

Die Abbildung 3-23 zeigt die intrazellulare Lokai®n der Guanin-Deaminase der
Transformande G1212/YRC102-TEF1-AGDAG6H. Die Reduktdes Refraktionsindex
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mit zunehmender Fraktionsnummer belegte im intakBmadienten eine sinkende
Saccharosekonzentration. Die hochste Enzymaktiviigt rekombinanten Guanin-
Deaminase wurde in der Fraktion 17 nachgewiesefl ¥d0und sank in den darauf-
folgenden Fraktionen auf etwa 70 % der Maximalakity Fir das kompar-
timentenspezifische Markerenzym der Vakuole, didannosidase, wurde eine maxi-
male Aktivitat in den Fraktionen 17 und 18 mit dngfiender Minimierung in den
darauffolgenden Fraktionen auf maximal 50 % errtité®b der 19. Fraktion bis zum
Ende des Gradienten wurde fur die G-6-P-DH (Mades Zytoplasmas) eine Aktivitat
von 90 bis 100 % bestimmt. Wie bereits fir die eyedee Guanin-Deaminase ermittelt,
wurde das rekombinante Enzym in den Fraktionen deih Markerenzymen des
Zytoplasmas und der Vakuole nachgewiesen, wobaymdiBte Aktivitat mit vakuolaren

Proteinen erzielt wurde.
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Abb. 3-23. Intrazellulare Lokalisation der rekombinanten Guanin-Deaminase Agda6hp in G1212/
YRC102-TEF1-AGDA6H-Hefezellen (mittels Dichtegradiatenzentrifugation).

Primarachse: Enzymaktivitdten der rekombinanten nduBeaminase, -Mannosidase (Markerenzym
der Vakuole) und G-6-P-DH (Markerenzym des Zytoplas). Sekundarachse: Refraktionsindex einer
Dichtegradientenzentrifugation auf einem Gradiemt#nl7,5 bis 40 % Saccharose.

Die rekombinante Agda6hp wurde aus dem Rohextrakkdltivierten Transformande

(vgl. Abschnitt 2.2.2.4, 24 h) Uber zwei Methodsaoliert. Die erste Reinigungsproze-
dur entsprach der bereits in Abschnitt 3.2.4 besbbnen Vorgehensweise. Bei der
GrolRenfraktionierung wurde eine native molekularasbé zwischen 100 und 110 kDa
fur die rekombinante Agda6hp nachgewiesen, diedmitnativen molekularen Masse

der endogenen Guanin-Deaminase Ubereinstimmte.
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Bei der zweiten Methode handelte es sich um einiipehes Verfahren zur Reinigung
eines Enzyms mit His-Tag (vgl. Abschnitt 2.5.4.Bjoben der einzelnen Reinigungs-
schritte wurden in einem 12 %-igen SDS-Gel mitt€leomassie-Blau visualisiert
(Abb. 3-24, A). Durch Western-Blot-Analyse (vgl. #dhnitt 2.5.3.2) mit Anti-His-
Antikdrper wurde im ersten (E1) und zweiten Elu&2) ein Signal bei 55 kDa
detektiert (Abb. 3-24, B). Nach einer Dialyse Ubkicht, und der damit einhergehenden
Entfernung von Imidazolmolekilen wurde die Aktivider Guanin-Deaminase (vgl.
Abschnitt 2.5.6.1) in diesen beiden Fraktionen gaghesen. Die vereinten Fraktionen

wurden fur die Charakterisierung der rekombinai@eanin-Deaminase verwendet.

Abb. 3-24. Reinigung der rekombinanten Guanin-Deanmiase Agda6hp.

Auftrennung der Proteinfraktionen durch SDS-PAGH Wfisualisierung mittels Coomassie-Blaf)(
sowie Immunodetektion mit Anti-His-AntikdrperB). Protein Marker RM), Proteine des Rohextraktes
(RE), Rohextraktes mit BindepuffeRE mit BP), Durchlauf 1 DL1), Durchlauf 2 DL2), Waschschritt

1 (Waschl), Waschschritt 2Wasch2?), Eluat 1 E1), Eluat 2 E2), Eluat 3 E3), Eluat 4 E4), Eluat 5
(E5) und Eluatgemisch aus Eluat 1 und 2 nach Dialgs&€émisch. Pfeil gekennzeichnet die Bande des
Agda6hp.

Die untersuchten Eigenschaften der rekombinantedaBlgp sowie der endogenen
Agdap sind in der Tabelle 3-12 zusammengefasstrdii@mbinante Guanin-Deaminase
erzielte eine maximale Aktivitat bei einem pH-Wedn 6,5 und zeigte kein weiteres
Maximum, wie es flr die endogene Agdap (pH 8,0)iteth wurde. Die Aktivitat des

rekombinanten Enzyms blieb zwischen den pH-Wertem &,0 bis 8,0 zu mindestens
80 % erhalten. Die maximale enzymatische Aktivititirde fur beide Guanin-

Deaminasen bei 55 °C bestimmt. Die rekombinantea@f@ verlor bereits 20 % der
Maximalaktivitdt nach einer 60-minutigen Prainkubatbei 30 °C und war demnach
durch Hitze leichter inhibierbar im Vergleich zund®agenen Agdap. Die Michaelis-

Menten-Konstante (26 umot) und die Wechselzahl (1,5)% der rekombinanten
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Guanin-Deaminase waren vergleichbar mit der endageB@uanin-Deaminase aus

A. adeninivorand.S3.

Tab. 3-12. Vergleich der biochemischen Eigenschafte zwischen endogener Agdap und
rekombinanter Agda6éhp.

Alle Angaben entsprechen den Mittelwerten aus nstetes drei biologischen Replikaten. pH-Stabilitat
ist definiert als der pH-Bereich, in dem nach e®@minttigen Prainkubation die enzymatische Akditvi
zu mindestens 80 % erhalten bleibt.

Eigenschaft endogene Agdap rekombinante Agda6hp
pH-Optimum 6,5 und 8,0 6,5
pH-Stabilitat 6,0 bis 8,0 6,0 bis 8,0
Temperaturoptimum 55°C 55°C
thermische Stabilitat 60 °C fur 60 min 30 °C furith
Molekulare Masse (native) 100 bis 110 kDa 100 B3 kDa
Molekulare Masse (denaturiert) 55 kDa 55 kDa
Michaelis-Menten-Konstante 56 pmol 1* 26 pmol 1*
Wechselzahl (k) 39¢ 1,5 ¢

Die gemessenen relativen Enzymaktivitdten (Tal3)3der rekombinanten Adga6hp
mit verschiedenen Purinen als Substrate wurdenGuénin als Bezugswert (100 %)
verglichen. Die enzymatische Aktivitat mit den Pwlerivaten erreichte maximal 10 %,

was mit der endogenen Guanin-Deaminase identisch wa

Tab. 3-13. Vergleich der relativen Enzymaktivitaten zwischen der endogenen Agdap und
rekombinanten Agda6hp bei Nutzung potentieller Subsate.

Die relative Enzymaktivitat der Guanin-Deaminasen?%) wurde als Mittelwert aus drei biologischen
Replikaten mit gereinigter Guanin-Deaminase bestimMie Standardabweichung entspricht der
Abweichung vom Mittelwert. Stoffmengenkonzentratiter Purine war jeweils 0,2 mmot.|

relative Aktivitat (in %) mit  relative Aktivitat (in %) mit

Substrat endogener Agdap rekombinanter Agda6hp
Guanin 100 100

2,6-Diaminopurin 12+1,4 1,1+1,3
2-Amino-6-Chlorpurin 2,2+2.8 1,9+ 0,9
6-Thioguanin 7,9+6,5 6,2+ 1,5
8-Azaguanin 8,2+1,1 4,7+ 54
Adenin 0,2+ 0,3 2,1+ 2.2
Adenosin 0,0+ 0,0 0,9+1,1
Guanosin 1,7£0,5 2,627

Die Wirkung verschiedener Zuséatze wurde fur dieorekinante Guanin-Deaminase
bestimmt und mit einer Probe ohne Zusatz (100 %glieden. Eine vollstandige Inhi-
bierung der rekombinanten Guanin-Deaminase wurdehdkiupfersalz und Quecksil-
berchlorid nachgewiesen (Tab. 3-14). Im Unterschized der endogenen Guanin-
Deaminase wirkte die Zugabe von 1 mmblDTT oder L-Cystein negativ auf die
relative Enzymaktivitdt und reduzierte diese umli2@v. 27 %. Die Ubrigen Zuséatze
fuhrten nicht zu einer veranderten Enzymaktivitér dekombinanten Agda6hp im

Vergleich zur endogenen Guanin-Deaminase.
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Tab. 3-14. Vergleich der relativen Enzymaktivitdten zwischen der endogenen Agdap und
rekombinanten Agda6hp bei Zusatz verschiedener Sazund Substanzen.

Die relative Enzymaktivitat der Guanin-Deaminasen?%) wurde als Mittelwert aus drei biologischen
Replikaten mit gereinigter Guanin-Deaminase bestimie Standardabweichung entspricht der
Abweichung vom Mittelwert.

relative Aktivitat (in %) mit relative Aktivitat (in %) mit

Zusatz endogener Agdap bei rekombinanter Agda6hp bei
0,1 mmol I* 1 mmol I* 0,1 mmol I* 1 mmol [*
Kontrolle (ohne Zusatz) 100 100 100 100
CaCl 102,9+ 5,0 100,1+ 14,0 99,8t 6,0 101,9% 11,0
CuCh, 22,1+ 1,6 19,8t 0,7 0,5+ 0,5 12+1,1
CusQ 21,9+ 4,6 22,529 0,8+ 0,6 15+1,7
FeCk 101,1+ 4,2 102,a: 8,1 102,4t 9,1 100,5 12,5
FesSQ 88,5+ 5,3 85,3t 2,2 90,0t 7,2 85,9t 12,2
HgCl, 0,0+£0,0 0,5+ 0,7 0,0+ 0,3 0,6+ 0,6
KCI 102,3+ 5,8 99,6+ 7,4 99,7 3,8 95,1+ 8,5
MgCl, 97,3+5,8 103,1+ 7,8 112,6+ 10,0 108.6: 8,6
NaF 100,5+ 11,0 91,2+ 4,3 102,5 9,2 91,241
NiCl, 90,1+ 7,7 86,3 7,9 89,9+ 8,4 83,6+ 5,8
NiSO, 90,3+ 3,0 85,2+ 7,3 89,7173 78,3t 9,6
ZnCl, 103,3+ 4,1 94,1+ 8,4 100, 3,1 92,1+ 9,8
ZnSQ 97,9+ 15,7 90,9t 15,0 96,9+ 9,3 87,5t 13,9
DTT 103,8+ 1,1 102,5+ 17,2 100, 1,9 80,2+ 0,8
EDTA 100,7+ 11,4 101,% 15,9 96,4+ 11,5 94,3t 9,7
L-Cystein 107,9+ 2,0 110,9t 5,2 98,3+ 5,1 72,9+ 8,1
Natriumazid 104,61 6,7 105,6t 2,2 104,4: 5,8 101,# 9,3
Phenanthrolin 96,5+ 2,2 98,4+ 10,9 104,1% 4,2 106,0t 1,8
PMSF 110,6+ 9,0 111,# 27,5 99, A* 9,4 101,5t 6,1

Der Einfluss eines zusatzlichen Purinderivates @ief enzymatische Aktivitat der
Guanin-Deaminase bewirkte bei der Uberwiegenderalinder getesteten Substanzen

eine maximale Reduktion um 15 % (Tab. 3-15).

Tab. 3-15. Vergleich der relativen Enzymaktivitdten zwischen der endogenen Agdap und
rekombinanten Agda6hp beim Zusatz von verschiedeneRurinderivaten.

Die relative Enzymaktivitat der Guanin-Deaminasen%) wurde als Mittelwert aus drei biologischen
Replikaten mit gereinigter Guanin-Deaminase bestimMie Standardabweichung entspricht der
Abweichung vom Mittelwert. Stoffmengenkonzentratider Purine war jeweils 0,2 mmo! kuziiglich
zum verwendeten Guanin (0,2 mmd).|

Substrat endogene Agdap rekombinante Agda6hp
Kontrolle (nur Guanin) 100 100

2,6-Diaminopurin 106,7+ 7,4 98,2+ 14,4
2-Amino-6-Chlorpurin 93,0+ 6,0 88,4+ 3,2
6-Thioguanin 85,2+ 1,7 84,1+ 0,9
8-Azaguanin 99,3+5,2 95,2+ 6,2
8-Azaxanthin 94,5+ 16,9 87,4 10,2
Adenin 102,2+ 20,7 84,5 9,4
Adenosin 98,3+ 3,9 91,2+ 3,7
Guanosin 48,1+ 3,0 69,9+ 28,1
Harnsaure 89,3+ 5,3 85,6+ 4,0
Hypoxanthin 100,1+ 5,5 87,3 6,3
Xanthin 90,6+ 17,7 86,6t 2,5
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Mit Guanosin als Zusatz wurde ein inhibitorischdfekt von etwa 30 % auf die
rekombinante Guanin-Deaminase nachgewiesen. Dignatische Aktivitdt war nach
dem Zusatz von Guanosin mit der endogenen Guanamibmase starker reduziert (rund
50 %).

3.4.8 Vergleich der Transformanden mit rekombinab@toxidase

Nach der Selektion von Transformanden mit erhobt@toxidase-Aktivitat (vgl. Ab-

schnitt 3.4.5) wurden diese auf HMM-Glukose-Nitoaer -Ammonium (vgl. Abschnitt

2.2.2.4) getropft und eine Verfarbung des Zellmatedurch die Uratoxidase-Aktivitat
(vgl. Abschnitt 2.2.6) durchgefuhrt. In der Abbilty3-25 ist die Farbung des Zell-
materials fur jeden Typ der Transformationskaseettarch die Aktivitat der Urat-

oxidase erkennbar. Bei den induzierbaren Transfodaa (G1212/YRC102-AYNI1-

AUOX und -YIC102-AYNI1-AUOX) wurde mit Nitrat im Mdium eine Farbung

erzielt. Die Transformanden zeigten unterschiediictensive Farbungen des Zell-
materials. Die starkste Farbung zeigte G1212/YREIBE1-AUOX6H. Es gab keine
Farbung der Kontrollstamme (G1212/YRC102 und -YI210

Abb. 3-25. Visualisierung der Uratoxidase-Aktivitateiniger Transformanden.

Die angegebenen Transformanden wurden auf HMM-Gledatten mit Nitrat NO3) bzw. mit
Ammonium (NH,") kultiviert. Die Aktivitat der Uratoxidase wurdeittels Farbung durch Uratoxidase-
Aktivitat im Ubertragenen Zellmaterial visualisiert

Fur diese Transformanden wurde die stabile Integrader Transformationskassette
mittels Southern-Blot-Analyse Uberprift. Die urddaschnitt 3.4.6 beschriebene experi-

mentelle Durchfihrung wurde mit Ausnahme der RENddgalten.
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Das Bandenmuster (Abb. 3-26, A) nach der Hybridisig mit derAUOX-spezifischen
DNA-Sonde zeigt im Kontrollstamm G1212/YIC102 ewiazelne Bande oberhalb von
6000 Basenpaaren, die der GroRe des DNA-Fragmee®sendogeneAUOX-Gens
nach Restriktionsspaltung nftvu (Abb. 3-26, B) entspricht. Fur die zehn getestete
Transformanden unterschiedlichen Typs wurde dieghattion von mindestens einer
Kopie der Expressionskassette ins Genom des Stanssteninivorang$s1212 nach-
gewiesen (Abb. 3-26, A).

Abb. 3-26. Nachweis der Integration der Transformaibnskassette mitAUOX-Gen in das Genom
von A. adeninivoransG1212.

Die genomische DNA nach Restriktion mit der RENU und Southern-Blot (Sonde entspricht dem
AUOX-ORF) fur G1212/YIC102-TEF1-AUOX, G1212/YRC1QEF1-AUOX, G1212/YIC102-TEF1-
2AUOX, G1212/YRC102-TEF1-2AUOX, G1212/YRC102-TEFHAUOX, G1212/YIC102-TEF1-
6HAUOX, G1212/YRC102-TEF1-AUOX6H, G1212/YIC102-TEAUOX6H, G1212/YRC102-
AYNI1-AUOX, G1212/YIC102-AYNI1-AUOX und G1212/YIC1P (A). Schnittmuster der RERvU in
der genomischen DNAB)). Marker: GeneRulé! 1 kb DNA Ladder.

Die G1212 Transformanden mit integriertem Expressioodul fur dadJratoxidase
Gen wurden in HMM-Glukose-Nitrat tber 96 h kultitig€vgl. Abschnitt 2.2.2.4). Zu
verschiedenen Zeitpunkten erfolgte die Bestimmueag ehzymatischen Aktivitat der
rekombinanten Uratoxidase (vgl. Abschnitt 2.5.&8)ie eine Messung des Trocken-
gewichtes der Hefezellen (vgl. Abschnitt 2.2.4)e Brmittelten spezifischen Aktivitaten

der Transformanden sind in der Abbildung 3-27 zusamgefasst.

Dabei zeigten alle Transformanden eine Zunahme Morckengewicht in den ersten
24 h der Kultivierung. Nach 96 h wurden Werte voh His 5,1 g TGt bestimmt. Der

Kurvenverlauf der enzymatische Aktivitat bzw. deesifischen Aktivitat der unter-
suchten Transformanden kann in drei Varianten teitewerden, die fur die YICs und

YRCs gleichermal3en beobachtet wurde.
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Abb. 3-27. Aktivitat der rekombinanten Uratoxidasein A. adeninivoransG1212-Transformanden.
Ermittlung des Mittelwertes (drei biologische Ré&plie) der enzymatischen Aktivitat der rekombinanten
Uratoxidase (in U1) und des Trockengewichtes (in g T& Ider Transformanden in einer HMM-
Glukose-Nitratkultur. Berechnung der spezifischektiitat (in U g* TG). G1212/YRC102-TEF1-
AUOX, G1212/YRC102-TEF1-2AUOX, G1212/YRC102-TEF1A8HOX, G1212/YIC102-TEF1-
AUOX, G1212/YIC102-TEF1-2AUOX, G1212/YIC102-TEF1-8HOX, G1212/YRC102-TEF1-
AUOX6H, G1212/YRC102-AYNI1-AUOX, G1212/YRC102, G12/¥IC102-TEF1-AUOX6H, G1212/
YIC102-AYNI1-AUOX und G1212/Y1C102. Die Standardabishung entspricht der Abweichung vom
Mittelwert.
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Bei der ersten Variante wurde in der 24 h-Probe &rhdhung der spezifischen Aktivi-
tat bestimmt (maximal 15 und 21 U §G), die bei der 48 h-Probe stark reduziert
wurde und nach 96 h bei 7 bis 11 UG lag. Diese Variante wurde in den Trans-
formanden mit einfachem [G1212/Y(R/)C102-TEF1-AUXd doppeltem (konstitu-
tiv exprimierten) Expressionsmodul [G1212/Y(R/I)@1DEF1-2AUOX] sowie der N-
terminal modifizierten Protein-Variante [G1212/Y[R/102-TEF1-6HAUOX] gefun-

den.

Die Transformanden mit induzierbarer Expression ZE2LY(R/NC102-AYNI1-
AUOX] gehorten zur zweiten Variante und hatten espezifische Aktivitat nach 24 h
von 25 U ¢ TG, die langsam auf 15 bis 17 O §G reduziert wurde (96 h). In der
letzten Variante ermdglichte das C-terminal modkfiie Uratoxidase-Protein den
Transformanden G1212/Y(R/I)C102-TEF1-AUOX6H einezfische Aktivitat von 16
und 20 U @ TG, die sich tiber die gesamte Kultivierungsdaugrminimal veranderte.

In den Kontrollstammen wurde keine erhohte Aktiveemittelt.

3.4.9 Charakterisierung der rekombinanten Urateaedauox6hp

Fir die rekombinante Uratoxidase wurden die Transémden der unterschiedlichen
Typen auf ihre enzymatische Aktivitat getestet (\Vgbschnitt 3.4.8). Die Integration
der Transformationskassetten in das Genom AlesdeninivoransG1212-Stammes
wurde bestatigt. Die Transformanden mit verschiedefransformationskassetten
zeigten unterschiedliche enzymatische Aktivitaten\erlauf einer Kultivierung tber
96 h. Aufgrund der stabil erhéhten Enzymaktivitat der Transformande G1212/
YRC102-TEF1-AUOX6H, wurde deren rekombinante Uraleze fur eine

vergleichende Analyse mit dem endogenen Enzym defe A. adeninivoransLS3

herangezogen.

Zur Bestimmung der intrazellularen Lokalisation deskombinanten Uratoxidase
Auox6hp wurden Zellen der Transformande G1212/YREIBF1-AUOXG6H flr eine

Dichtegradientenzentrifugation (vgl. Abschnitt 3)3eingesetzt. Mit dieser Transfor-

mande war keine enzymatische Aktivitat der Uratagelim Gradienten nachweisbar.
Weiterhin wurde die Transformande G1212/YIC102-TERIOX (ohne C-terminale

Modifikation) verwendet. Dabei war die hochste enayische Aktivitat der Urat-

oxidase in der 17. Fraktion messbar (100 %) unditdanden Fraktionen vor den kom-

partimentenspezifischen MarkerenzymerMannosidase in Fraktion 19 und G-6-P-DH
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in den Fraktionen 20 bis 23) (Abb. 3-28). Eine Udation in der Vakuole sowie im

Zytoplasma ist fur die rekombinante und endogersgddidase auszuschlief3en.
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Abb. 3-28. Intrazellulare Lokalisation der rekombinanten Uratoxidase Auoxp in G1212/YIC102-
TEF1-AUOX-Hefezellen (mittels Dichtegradientenzentifugation).

Primarachse: Enzymaktivitdten der rekombinantentddidase, -Mannosidase (Markerenzym der
Vakuole) und G-6-P-DH (Markerenzym des Zytoplasmad@kundarachse: Refraktionsindex einer
Dichtegradientenzentrifugation auf einem Gradiemténl 7,5 bis 40 % Saccharose.

Die rekombinante Auoxp der Transformande G1212/YREIEF1-AUOX6H wurde
Uber Anionenaustauschchromatographie und GroReiuingédrung gereinigt (vgl. Ab-

schnitt 3.3.4). Dabei wurde eine native molekulstasse von 65 bis 70 kDa fur die
rekombinante Auox6hp nachgewiesen, was mit dewveatmolekularen Masse der

endogenen Uratoxidase Ubereinstimmte.

Weiterhin wurde eine Reinigung tber den His-Tag mé&®mbinanten Proteins durch-
gefihrt (vgl. Abschnitt 2.5.4.4). Die Fraktionen ndan in einem 12 %-igen SDS-Gel
mittels Coomassie-Blau visualisiert (vgl. Abschgits.3.1) (Abb. 3-29, A), wodurch
bei etwa 35 kDa eine starke Bande im ersten (B4gjten (E2) und dritten Eluat (E3)
nachweisbar wurde. Eine Immunodetektion mit einenti-Ais-Antikorper (vgl. Ab-

schnitt 2.5.3.2) ermdglichte den Nachweis eineskstaSignals bei 35 kDa (Abb. 3-29,
B) in denselben Eluaten. Die dialysierte Probe wufidr die Charakterisierung der

rekombinanten Uratoxidase eingesetzt.
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Abb. 3-29. Reinigung der rekombinanten Uratoxidaséuox6hp.

Auftrennung der Proteinfraktionen durch SDS-PAGH Wfisualisierung mittels Coomassie-Blaf)(
sowie Immunodetektion mit Anti-His-AntikdrperB). Protein Marker M), Proteine des Rohextraktes
(RE), Durchlauf 1 PL1), Durchlauf 2 DL2), Waschschritt 1M/aschl), Waschschritt 2Wasch2, Eluat

1 (E1), Eluat 2 E2), Eluat 3 E3) und Eluat 4 £4). Pfeil kennzeichnet die Bande des Auox6hp.

Die untersuchten Eigenschaften der endogenen wmint@nanten Uratoxidase (vgl.
Abschnitt 2.5.6.2) sind in Tabelle 3-16 zusammeaggf Die rekombinante Urat-
oxidase zeigte dabei ein leicht in den basischemBpt¢ich verschobenes pH-Optimum,
wobei Uber 80 % der relativen Enzymaktivitat von§H bis 10,0 ermittelt wurden. Die
Enzymaktivitat der rekombinanten Auox6hp blieb zskisn den pH-Werten von 8,0 bis
10,0 zu mindestens 80 % erhalten. Bei einer Inkobstemperatur von 35 °C wurde
die maximale enzymatische Aktivitat erzielt. Nur Z0der enzymatischen Aktivitat
ging nach einer 60-minutigen Prainkubation bei 60 Yerloren. Bei hdheren

Temperaturen verringerte sich die enzymatische viliti Die Michaelis-Menten-

Konstante und die Wechselzahl der enzymatischektiRedagen fir die endogene und

rekombinante Uratoxidase in einer vergleichbaredi¥nordnung.

Tab. 3-16. Vergleich der biochemischen Eigenschafte zwischen endogener Auoxp und
rekombinanter Auox6hp.

Alle Angaben entsprechen den Mittelwerten aus ndtefes drei biologischen Replikaten. pH-Stabilitat
ist definiert als der pH-Bereich, in dem nach e®@minitigen Prainkubation die enzymatische Akéitvi
zu mindestens 80 % erhalten bleibt.

Eigenschaft endogene Auoxp rekombinante Auox6hp
pH-Optimum 8,5 9,5
pH-Stabilitat 7,5 bis 10,0 8,0 bis 10,0

Temperaturoptimum 40 °C 35°C
thermische Stabilitat 50 °C fur 60 min 50 °C furrih
Molekulare Masse (native) 65 bis 70 kDa 65 his DA k
Molekulare Masse (denaturiert) 34,7 kDa 35,5 kDa
Michaelis-Menten-Konstante 56 umol 1* 71 pmol t*
Wechselzahl (k) 38! 121 ¢
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In der Tabelle 3-17 sind die ermittelten relatilEemzymaktivitdten der Uratoxidase bei
der Verwendung von unterschiedlichen Substrategeséellt. Die rekombinante Urat-
oxidase ubertraf flr kein verwendetes Substrat miagimale Enzymaktivitat von 10 %.
Einzig Harnsédure wurde von den rekombinanten wihaler endogenen Uratoxidase

katalysiert.

Tab. 3-17. Vergleich der relativen Enzymaktivitdtenzwischen der endogenen Auoxp und rekom-
binanten Auox6hp bei Nutzung potentieller Substrate

Die relative Enzymaktivitat der Uratoxidasen (in %)rde als Mittelwert aus drei biologischen Repli-
katen mit gereinigter Uratoxidase bestimmt. Dien8tadabweichung entspricht der Abweichung vom
Mittelwert. Stoffmengenkonzentration der Purine yeaveils 1,2 mmolt.

relative Aktivitat (in %) mit  relative Aktivitat (in %) mit

Substrat endogener Auoxp rekombinanter Auox6hp
Harnséaure 100 100
8-Azaxanthin 1,2+1,2 10,3+ 4,8

Adenin 0+0 8,7£6,5
Adenosin 0,7+0,7 5,0+ 4,6
Allantoin 0,1+0,2 58+5,5

Guanin 00 0x0
Guanosin 2,715 6,4+ 2,0

Hypoxanthin 4,0+15 9,5+ 3,0

Inosin 0,3+0,6 5,0+ 3,6

Koffein 0,4+ 0,5 4.4+ 47

Oxonat 0,9+1,0 58+2,1

Theobromin 2,704 6,4+ 2,2

Xanthin 0,1+0,1 3,1+ 4,6

Xanthosin 0,4+0,4 7,2+ 2,2

Der Effekt von diversen Zusatzen wurde im Verglertheiner unbehandelten Probe
betrachtet (100 %) und in Tabelle 3-18 zusammesgef&Vie bereits fur die endogene
Uratoxidase der Hefa. adeninivorand.S3 beschrieben, verursachten Kupfersalze bzw.
Quecksilberchlorid, unabhangig von der verwend&waffmengenkonzentration, eine
vollstandige Inaktivierung des Enzyms. InhibitohiecEffekte von tber 50 % wurden
durch 1 mmolt C&?*, Ni** und zrf* nachgewiesen, wohingegen 0,1 mmbNi** und
Zn** eine Steigerung der enzymatischen Aktivitat umimax20 % und C% um 34 %
bewirkten. Eine Steigerung der Aktivitdt der rekonamten Uratoxidase um maximal
30 %, und damit geringer im Vergleich zur endogebeatoxidase, wurde durch DTT
bzw. die Aminosaure L-Cystein erzielt. Ebenfallseebteigerung von 5 bis 30 % wurde
durch Magnesium- bzw. Natriumchlorid verursachtsveenen Unterschied zur endo-
genen Auoxp darstellte. Eine Steigerung bzw. Redokiler enzymatischen Aktivitat
um maximal 16 % wurde durch die lonen®F&* und Natriumfluorid sowie die ver-
wendeten Zuséatze EDTA, Natriumazid, Phenanthratid BMSF (0,1 und 1 mmof)

hervorgerufen.
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Tab. 3-18. Vergleich der relativen Enzymaktivitatenzwischen der endogenen Auoxp und rekom-
binanten Auox6hp bei Zusatz verschiedener Salze urSubstanzen.

Die relative Enzymaktivitdt der Uratoxidasen (in %urde als Mittelwert aus drei biologischen
Replikaten mit gereinigter Uratoxidase bestimmte Bitandardabweichung entspricht der Abweichung
vom Mittelwert.

relative Aktivitat (in %) mit relative Aktivitat (in %) mit

Zusatz endogener Auoxp bei rekombinanter Auox6hp bei
0,1 mmol I* 1 mmol I* 0,1 mmol I* 1 mmol [*
Kontrolle (ohne Zusatz) 100 100 100 100
CoCh 122,7+ 3,7 17,7+ 3,4 134,3t 26,1 4,3 9,2
CuCh, 7,7£2,1 8,8+ 5,0 3,9+ 3,6 0,0+4,1
CusSQ 7,627 4,9+ 4,9 2,929 0,077
FeCk 84,2+ 14,1 85,4 17,9 111,% 16,1 109,2 22,6
HgCl, 13,0+ 5,1 0+0 7,3t15 3,9+ 0,0
KCI 100,6+ 2,9 95,0t 8,9 107,G6: 9,2 115,8: 23,4
MgCl, 94,9+ 9,9 90,5t 10,4 129,126,8 119, % 17,4
NaCl 98,8+ 1,1 96,3t 8,2 107,5- 7,4 126,4+ 18,4
NaF 108,4+ 8,0 110,3+ 11,7 110,5 6,1 104,&t 2,7
NiCl, 96,6+ 4,3 28,5t 5,1 120,6+ 21,3 24,3 15,1
NiSO, 100,1+ 3,2 27,9 3,5 108,6+ 9,3 26,3+ 16,4
ZnCl, 108,2+ 2,2 25,3t 54 113,6+ 18,4 47,0+ 16,5
ZnSQ, 103,1+ 2,0 19,6+ 4,2 106,% 10,7 23,6t 22,6
DTT 149,8+ 37,0 150,# 40,5 1257# 2,8 127,3 9,1
EDTA 110,0+ 6,7 112,9 11,7 106,2+ 1,6 109,8 3,9
L-Cystein 150,8+ 35,2 143,5 35,7 129,3 5,8 119,2+ 6,0
Natriumazid 103,3+ 8,5 104,06+ 7,8 105,9: 9,7 105,06+ 12,8
Phenanthrolin 103,1+ 8,7 86,0t 18,9 99,0t 15,8 86,8 12,3
PMSF 104,2+ 8,6 102,35 4,5 107,6 2,8 1125 13,2

Die Verwendung eines Gemisches aus Harnsaure nechdPurinderivat bewirkte, wie
bei der endogenen Uratoxidase, bei vielen der tgtées Purinderivate eine maximale
Veranderung von 10 % verglichen mit der Kontrollene zuséatzliches Purin (Tab. 3-
19).

Eine Inhibition um 40 % bzw. 34 % der relativen kK&t erfolgt durch den Zusatz von
Guanin bzw. Xanthin. Eine starkere Reduktion deryeratischen Aktivitat ging vom
Zusatz 8-Azaxanthin (73 %) bzw. Oxonat (82 %) &is.rekombinante und endogene
Uratoxidase stimmte bei der zuséatzlichen Verwenduag Purinderivaten in ihrer

enzymatischen Aktivitat Gberein.
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Tab. 3-19. Vergleich der relativen Enzymaktivitatenzwischen der endogenen Auoxp und rekom-
binanten Auox6hp beim Zusatz von verschiedenen Purderivaten.

Die relative Enzymaktivitat der Uratoxidasen (in %)irde als Mittelwert aus drei biologischen Repli-
katen mit gereinigter Uratoxidase bestimmt. DienS8tadabweichung entspricht der Abweichung vom
Mittelwert. Stoffmengenkonzentration der Purine vjeweils 1,2 mmolt zuziiglich zur verwendeten
Harnsaure (1,2 mmot).

relative Aktivitat (in %) mit  relative Aktivitat (in %) mit

Substrat endogener Auoxp rekombinanter Auox6hp
Harnséaure 100 100
8-Azaxanthin 22,3+ 0,8 26,1+ 2,6

Adenin 111,2+ 7,4 108+ 2,7
Adenosin 104,9+ 5,4 102,5: 6,9
Allantoin 102,1+ 5,7 98,6+ 5,2

Guanin 59,5+ 27,5 59,6+ 18,0
Guanosin 111,3+6,1 99,8+ 8,0

Hypoxanthin 115,5+ 5,1 104,06t 6,7

Inosin 106,0+ 8,3 100,3t 5,6

Koffein 101,6+ 3,3 92,0+ 5,4

Oxonat 9,0+ 3,0 18,1+ 5,0

Theobromin 113,4+ 5,6 100,1+ 4,8

Xanthin 82,1+15 66,3 6,4

Xanthosin 103,1+ 2,8 97,5+ 4,9

3.5 Anwendung der rekombinanten purinabbauenden Engne

3.5.1 Nachweis der Purine Uiber ein HPLC-Verfahren

Im Anschluss an die Charakterisierung der rekomtiiagra Proteine wurden diese En-
zyme fur eine Reduktion des Puringehaltes in Letéhsin verwendet. Der Abbau der
Purine in Lebensmitteln wirde zu keiner weiterendBung der Harnsaurewerte im

Blutserum flihren und damit das Risiko eines Gidialéfir den Patienten verringern.

Dafur wurde zuerst eine Methode zur Bestimmung Quantifizierung der einzelnen

Purine entwickelt.

Die Trennung des Puringemisches aus Adenin, Guatamsaure, Hypoxanthin und
Xanthin erfolgte durch ein HPLC-Verfahren (vgl. Absitt 2.6.1). Die Quantifizierung
des jeweiligen Purins resultierte aus dem VergleithStandards (Abb. 3-30).
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Abb. 3-30. HPLC-Verfahren zur Trennung von einem Puingemisch — Standardpurine.
Puringemisch mit jeweils 10 mg IAdenin, Guanin, Harnsaure, Hypoxanthin und Xantimde auf
einer TSKgel-Amide-80 analytischen Saule getreMit. einer Flussrate von 1,2 ml mitnwurde das
Laufmittel (15 % 0,1 %-ige Trifluoressigsaure; 85A¢etonitril) 20 min kontinuierlich Uber die Saule
geleitet. Das Signal wurde bei einer Wellenlange 60 nm detektiert.

3.5.2 Enzymatischer Abbau von Purinen

3.5.2.1 Enzymatischer Abbau von Purinen in einemngamisch

Die Analyse des Puringehaltes in einem Puringemigahde ohne purinabbauende
Enzyme direkt nach deren Zusatz sowie nach eirerbition fir 120 min bei 40 °C
durchgefuhrt (vgl. Abschnitt 2.6.2.2).

In der Abbildung 3-31 (A) wurde das Puringemiscim®ugabe der purinabbauenden
Enzyme analysiert. Nach der 120-mindtigen Inkulmatles Enzymgemisches wurde die
Reduktion aller Peaks und damit eine Verringeruag lurinkonzentration nach der
Behandlung mit dem abbauenden Enzymgemisch ausxittase, Guanin-Deaminase,
Adenin-Deaminase [184] und Xanthin-Oxidoreduktas®b| festgestellt (Abb. 3-31, B).

Dabei wurde durch eine enzymatische Reaktion eistBat zu einem Produkt abge-
baut, das wiederum von einem weiteren purinabbarerihzym als Substrat ver-

wendet wurde.
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Abb. 3-31. HPLC-Verfahren zur Trennung von einem Puingemisch — mit und ohne enzymatischen
Abbau durch purinabbauende Enzyme.

Puringemisch mit jeweils 10 mg IAdenin, Guanin, Harnsaure, Hypoxanthin und Xanthirrde ohne
eine Inkubation &) und nach 120-miniitiger Inkubation mit einem Ganigus jeweils 0,1 U Mider
purinabbauenden Enzyme Uratoxidase, Guanin-Deaminadenin-Deaminase und Xanthin-Oxidore-
duktase B) auf einer TSKgel-Amide-80 analytischen Saulegait. Mit einer Flussrate von 1,2 ml ifin
wurde das Laufmittel (15 % 0,1 %ige Trifluoressig®i 85 % Acetonitril) 20 min kontinuierlich Gibeied
Saule geleitet. Das Signal wurde bei einer Wellegeévon 260 nm detektiert.

3.5.2.2 Enzymatischer Abbau von Harnsaure in Rbiéye durch Uratoxidase

Fur die Analyse eines purinreichen Lebensmittedsdn Produkte wie Fleisch, Fisch
oder Hiulsenfriichte zur Auswahl. Aufgrund des fl§esi Aggregatzustandes von
Rinderbrihe (purinreiches Lebensmittel) und der ida@mhergehenden leichteren
Handhabung im Vergleich zu einem Lebensmittel matém Aggregatzustand, wurde

die Rinderbruhe fir weitere Analysen ausgewahlt.

Zuerst wurde die Menge der einzelnen Purine invdevendeten Rinderbrihe Gber ihre
definierte Retentionszeit bestimmt (vgl. Abschfi§.2.3). Grol3ere Mengen von
Guanin (35,2 mg1) und Hypoxanthin (13,4 mg) sowie geringe Mengen von Adenin
(3,4 mg 1Y) und Xanthin (1,8 mg¥) wurden bestimmt. Harnsaure wurde unter 1 g |

in der Rinderbriihe nachgewiesen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die enzymatische Wit der rekombinanten
Uratoxidase in der Rinderbrihe bestimmt, da diewitét dieses Enzyms fur die Mini-
mierung der Harnsaurewerte im Blutserum unerld@sskt Da nur Spuren von Harn-

saure in der Rinderbriihe vorhanden sind, wurd&diderbriihe zuerst mit zuséatzlicher
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Harnsaure versetzt, um die Aktivitdt der Uratoxelasmchzuweisen (vgl. Abschnitt
2.6.2.3).

In der Abbildung 3-32 sind die HPLC-Diagramme deénderbrihe vor (A) und nach
einer 60-mindtigen Inkubation bei 40 °C (B) mit dekombinanten Uratoxidase darge-
stellt. Die beiden Diagramme unterscheiden sictiKumvenverlauf lediglich durch eine
Verkleinerung des Harnsaure-Peaks. Die ubrigennBuagen weiterhin unverandert

Vvor.

Abb. 3-32. HPLC-Verfahren zur Trennung der Purine in dem Lebensmittel Rinderbrihe —
behandelt mit Uratoxidase.

Rinderbriihe versetzt mit Harnsdure wurde ohne kikebation A) und nach 60-mindtiger Inkubation
mit rekombinanter Uratoxidas®) auf einer TSKgel-Amide-80 analytischen S&ule gyatt. Mit einer
Flussrate von 1,2 ml minwurde das Laufmittel (15 % 0,1 %ige Trifluoressigee; 85 % Acetonitril)
20 min kontinuierlich Uber die S&ule geleitet. D&ignal wurde bei einer Wellenldange von 260 nm
detektiert.

3.5.2.3 Enzymatischer Abbau von Purinen in Rindérerdurch Enzymgemisch

Da die enzymatische Aktivitdt der Uratoxidase im &enderbrihe vorhanden war,
wurde der Rinderbriihe ein Gemisch aus den purinssisien Enzymen Guanin-
Deaminase, Uratoxidase, Adenin-Deaminase [184] Xaathin-Oxidoreduktase [185]
zugesetzt (vgl. Abschnitt 2.6.2.3).

Die HPLC-Diagramme vor (Abb. 3-33, A) und nach eimerstindigen Inkubation mit
dem Enzymgemisch aus purinabbauenden Enzymen §8) &ne Veranderung des
Kurvenverlaufes erkennen. Das Enzymgemisch erntiiglidie Reduktion von Adenin,
Guanin, Harnsaure, Hypoxanthin und Xanthin durehplirinabbauenden Enzyme. Die
erwahnten Purine wurden abgebaut, und dieses Rredukle im nachsten Schritt als

Substrat fur ein anderes Enzym wirksam. Durch dieifweise Reduktion der Purine
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und deren Abbauprodukte in der Rinderbriihe wurddiefflich auch die gebildete
Harnsaure abgebaut und dadurch aus der Rinderbriifeznt.

Abb. 3-33. HPLC-Verfahren zur Trennung der Purine in dem Lebensmittel Rinderbrihe —
behandelt mit einem Enzymgemisch.

Rinderbriihe wurde ohne eine Inkubati@y) (ind nach vierstlindigen Inkubation mit einem Gemmigus
jeweils 0,1 U ml der purinabbauenden Enzyme Uratoxidase, Guanimibese, Adenin-Deaminase
und Xanthin-OxidoreduktaseB) auf einer TSKgel-Amide-80 analytischen Saule eyatt. Mit einer
Flussrate von 1,2 ml mihwurde das Laufmittel (15 % 0,1 %ige Trifluoressigse; 85 % Acetonitril)

20 min kontinuierlich Uber die S&ule geleitet. D&ignal wurde bei einer Wellenldange von 260 nm
detektiert.
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KAPITEL 4—DISKUSSION

4.1 Gegenstand der Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Wachstumsverhales HefeA. adeninivorans
LS3 in Medien mit Purinen als Kohlenstoff- bzw. cRstoffquelle untersucht (vgl.
Abschnitt 4.2). Eine Vermehrung der Hefe mit Adeals Kohlenstoff- und/oder Stick-
stoffquelle sowie mit Hypoxanthin oder Harnsaurs &tickstoffquelle lieferte einen

Hinweis auf das Vorhandensein von purinabbauendeyrien.

Die anschlieRende Charakterisierung der intrazgllldkalisierten Guanin-Deaminase
ist im Abschnitt 4.3 diskutiert. Dabei wurde nebeder Regulation der Guanin-
Deaminase, die intrazellulare Lokalisation des Emzyestimmt und eine Analyse der
Gensequenz durchgefiihrt. Der Reinigung des Enzyohgtef eine biochemische
Charakterisierung des Proteins. Bei der Guanin-De@se handelt es sich um ein
Enzym mit engem Substratspektrum, hoher optimalkubationstemperatur und Sulf-

hydrylgruppen im aktiven Zentrum.

Des Weiteren wurde die Uratoxidase, die eine Hogieloon tber 60 % zu anderen
beschriebenen pilzlichen Uratoxidasen aufweist, zalgites purinabbauendes Enzym
genau betrachtet. Bei dedratoxidaseGen handelt es sich um ein induzierbares Gen.
Die Charakterisierung des Dimers zeigte unter ardezin enges Substratspektrum und
deutete auf vorhandene Sulfhydrylgruppen im aktizentrum des Enzyms hin (vgl.
Abschnitt 4.4).

Eine Uberexpression deésuanin-Deaminaseind Uratoxidaseerfolgte mit Hilfe des

Xplor®2-Transformations-/Expressionssystems. Der jevasiste Transformand wurde
durch den Vergleich verschiedener Typen (konstigditnduzierbare Expression, homo-
loges/heterologes Expressionssystem, usw.) ertnibeéé anschlieRende Charakteri-

sierung der rekombinanten Enzyme ist in AbschnBtdiskutiert.

Abschlie3end ergab die Verwendung eines Enzymgémssaus den beschriebenen
Enzymen sowie der Adenin-Deaminase und der Xar@xigoreduktase eine enzyma-
tische Reduktion des Puringehaltes in Rinderbrugk Abschnitt 4.6).
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4.2 Wachstumsverhalten vonA. adeninivoransLS3 mit verschiedenen

Purinen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fir die Hefe adeninivoransLS3 Wachstum in
Kultivierungsmedien auf Adenin als Kohlenstoff- bhz8tickstoffquelle nachgewiesen.
Der StammA. adeninivorand.S3 gehort damit zu einer Gruppe von Hefen, diehna
einer Adaptionsphase Wachstum mit Adenin als Kdtt#fquelle aufweisen. Das Zell-
wachstum ging nach 24 h in die stationdre Wachgthase Uber. Bereits im Jahre 1984
beschrieb die Arbeitsgruppe um Middelhoven [138F d&achstum der Typkultur
A. adeninivoran<CBS 8244 auf Purinen. Eine weitere Analyse zeiggss Adenin von
weniger als 20 % der untersuchten Hefestamme aldelstoffquelle genutzt wurde
und damit eine selten verwendete Kohlenstoffqudile Stamme der Spezies
Stephanoascus ciferrioder Trichosporon terrestredarstellte [186]. Diese genannten
Hefen sowie verschiedene Stamme vBandida catenulata Candida famataoder
Trichosporon cutaneuniinsgesamt 70 % der untersuchten Hefen) zeigteohgfam
mit Harnséure als Kohlenstoffquelle. Middelhoveinal. beschrieb fur die Typkultur
A. adeninivoran<CBS 8244 eine Nutzung von Adenin als Stickstoffigumit Wachs-
tum innerhalb von zwei Tagen, wohingegen ein vgdamtes Wachstum mit diesem
Purin als Kohlenstoffquelle stattfand [146]. Ademjift als energiearmes Substrat, das
im Vergleich zu Glukose nur ein geringes Wachstumdglicht [191]. Die funf Stick-
stoffatome des Adeninmolekils stellen firadeninivorand.S3 eine gute Stickstoff-
guelle dar und befahigen die Hefezellen zu eindirksten Wachstum im Vergleich zu
der Stickstoffquelle Nitrat [192].

Mit Harnséure oder Hypoxanthin als Kohlenstoffgeellurde flrA. adeninivorant.S3

ein sehr schwaches Wachstum nach der Adaptionsghasttelt. Dartiber hinaus wur-
den Harnsaure oder Hypoxanthin venadeninivoransLS3 als Stickstoffquelle ge-
nutzt. Die Purine fUhrten als Stickstoffquelle zémstieg der optischen Dichte in der
stationdren Wachstumsphase (nach verlangerter erpetler Wachstumsphase). Die
optische Dichte war niedriger im Vergleich zur &sioffquelle Nitrat, was mit dem
Mangel an leicht verfliigbaren Aminogruppen erklansavgl. Tab. 3-2). Damit unter-
scheidet sichA. adeninivoransLS3 von der Typkultur CBS 8244, die ein starkes

Wachstum mit diesen Kohlenstoffquellen zeigte [1488reits die Untersuchungen zur
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Diplomarbeit von Roseler zeigten, dassadeninivorand.S3 mit Adenin, nicht jedoch
mit Allantoin als Kohlenstoffquelle wachst [192].

Die morphologischen Besonderheiten vAnadeninivorans.S3 sind in den mikros-
kopischen Aufnahmen (Abb. 3-1, 3-2) erkennbar. Bétachstum auf Harnséure wur-
den intrazellulare Einschlisse und bei Wachstum @hitkose wurde eine vermehrte
Bildung von Vakuolen belegt. In den Heféh famataund T. cutaneumwurden bei
Untersuchungen mit Harnsdure als Kohlenstoffquelbenfalls intrazellulare Ein-
schlisse (,microbodies”) entdeckt, die im Gegendatzu in einer Anzucht mit Glukose
fehlten. Mit der Kohlenstoffquelle Glukose wurdettdessen bei diesen Hefen eine
vermehrte Bildung von Vakuolen beobachtet [191]i &en Einschlissen handelt es
sich vermutlich um Peroxisomen, da in Zellen ¥arpolymorpha(kultiviert mit Harn-
saure) die Lokalisation von Katalase und andereid&@en in diesem Zellorganell

nachgewiesen wurde [193].

Die Fahigkeit vorA. adeninivorand . S3 in Kulturen mit Purinen zu wachsen, fuhrte zu
der Annahme, dass dieser Hefestamm purinabbauemzgrie besitzt. Diese Enzyme
wurden 1984 fur den Stamm adeninovorang OA-3 beschrieben [138].

Neben den purinabbauenden Enzymen in der ZelleimstTransport der Purine ins
Zytoplasma der Hefezelle fur ein Wachstum mit Remirals Kohlenstoff- oder Stick-
stoffquelle nétig. Das eingeschrankte Wachstum &oadeninivorand.S3 mit Harn-
saure oder Hypoxanthin ist moglicherweise mit eingememmten Transporter oder
dem Fehlen eines spezifischen Transporters fuedesine verbunden, wohingegen fur
Adenin ein anderer Transporter aktiv zur Verfugsteht. Einige Bakterien, Hefen und
filamentdse Pilze besitzen verschiedene Transmigsye fir die unterschiedlichen
Purine, wie von de Koning und Diallinas [194] zusaemfassend beschrieben wurde. In
den meisten Wildtypstdammen v@ cerevisiaebeispielsweise fehlen Transporter fur
Harnsaure und Xanthin, wohingegen die Transpo@Auund uapC imAsp. nidulans
eine Aufnahme dieser Purine erméglichen [194].

4.3 Guanin-Deaminase aué\.. adeninivoransLS3

Aufgrund des Wachstums der Hefe adeninivorand.S3 mit Adenin als Kohlenstoff-

bzw. Stickstoffquelle wurde das Vorhandensein digerpurinabbauender Enzyme in
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der Hefe angenommen. Im Rahmen dieser Arbeit d¢doiynachst eine genauere

Untersuchung der Guanin-Deaminase.

Bei der Guanin-Deaminase handelt es sich um eivetwselles Enzym, das in
zahlreichen Prokaryoten [94, 97] und Eukaryoten 88, 104, 108, 195] beschrieben
wurde (vgl. Abschnitt 1.5). Im Purinmetabolismustatgsiert es die hydrolytische
Deaminierung von Guanin, wodurch Ammonium und Xantbntsteht [95, 96]. Die

Regulation der Guanin-Deaminase entscheidet UleeGdaninmenge, die der Zelle zur
Verfigung steht [99, 100]. In héheren Eukaryotenldit die Deaminierung von Guanin
vorwiegend gewebespezifisch in der Leber [98, 1$kiyie in den Nieren [107] statt.
Zudem wurde die gewebespezifische Expression demi@iDeaminase im Gehirn
beobachtet, wo ein Einfluss auf die Entwicklung @endriten erfolgt [108, 112, 113].

Basierend auf dem Vergleich von Guanin-DeaminaserPazen (vgl. Abb. 3-3) wurde
in A. adeninivorand.S3 ein 1428 Basenpaar langer kodierender Beréiehtifiziert
(kodiert fur 475 Aminosauren). Der Vergleich der ikosduresequenz der Agdap zeig-
te eine Homologie zwischen 44 und 55 % zu verfigihakminosauresequenzen an-
derer Guanin-Deaminasen der NCBI-Datenbank. Diendsauresequenzen vén coli
und dem Menschen weisen laut Untersuchungen vomesat al. [94] eine ldentitat

von 36 % auf.

In der Guanin-Deaminase aus adeninivoransLS3 befindet sich die Aminosaure-
sequenz PGFFDTHIH (Position 90 bis 98) (vgl. Abbl)A Diese Sequenz weist eine
Homologie zu der konservierten Sequenz mit der WeféGX[V/IIDXH[T/V/IH (X:
jede beliebige Aminosaure) auf, die beim Vergleiom 219 Guanin-Deaminasen (143
Prokaryoten, 10 Achaeen und 66 Eukaryoten) in algkaryotischen und archaischen
Sequenzen, jedoch nur in 7 % der prokaryotischems&gienzen, von Fernandszal.
[114] nachgewiesen wurde. Diese konservierte Semuamrde bereits fur die grof3e
Familie der Amino- bzw. Amidohydrolasen [196] beseben. Da die Guanin-
Deaminase aué. adeninivorand.S3 Uber diese konservierte Sequenz verflgt, gehor
dieses Enzym zur Enzymfamilie der Amino- bzw. Anfigdrolasen, wie es fir die
Guanin-Deaminasen als coli[94], S. cerevisiag99] und dem Menschen [195] belegt

wurde.
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In A. adeninivorand.S3, E. coli [94] und S. cerevisiad99] fehlte die PDZ-Bindungs-
domaéane, die in hoheren Eukaryoten fur die Intecgktvon Proteinen notwendig ist
[114]. Weiterhin waren in der Aminosauresequenz voradeninivoransLS3 vier
konservierte Histidine (Aminoséure 96, 98, 255 w8#l) und eine Asparaginsaure
(Aminosaure 345) enthalten, die laut UntersuchungenHolm und Sander innerhalb
der Enzymfamilie der Amino- bzw. Amidohydrolasee @indung von Zink ermdglicht
[197].

Fur die Charakterisierung der Guanin-Deaminase AuadeninivoransLS3 wurde
zuerst die Regulation des Gens untersucht, woheizgitliche Induktion auf der Ebene
der mRNA-Menge sowie der enzymatischen Aktivitagl.(VAbb. 3-4) belegt wurde.
Eine maximale mRNA-Menge wurde nach 2 bis 4 Sturetemttelt. Zeitlich verzoégert
(6 h) wurde die maximale Enzymaktivitat bestimme don Hypoxanthin tber Adenin,
Guanin und schlie3lich Harnsaure abnahm. Dieseliaiggee fuhrten zu der Annahme,
dass Purine eine induzierende Wirkung auf die Gemssion deGuanin-Deaminase
haben. Die Regulation d&uanin-DeaminasausA. adeninivorand.S3 fand mit einer
Stickstoffquelle (Purin, Ammonium oder Nitrat) $taind zeigte, dass in dieser Hefe
eine Purinregulation anstelle der fir andere Osyaan beschriebenen Ammonium-
regulation vorlag. Der Promotor d&uanin-Deaminas@usB. subtilis[78] wurde mit
dem -Galaktosidasésen fusioniert. Die -Galaktosidase-Aktivitdt war zehnfach
erhoht durch stickstofflimitierende Bedingungen.n Ezusétzlicher Anstieg der-
Galaktosidase-Aktivitat wurde durch den Zusatz vAdenin, Hypoxanthin oder
Guanosin bewirkt [78]. Eine ahnlich durchgefuhrteafyse des Promotors déuanin-
DeaminaseausK. pneumoniaeeigte hingegen eine 100-fache Erhéhung d&alak-
tosidase-Aktivitat unter stickstofflimitierenden @egungen im Vergleich zur Kultur
mit Ammonium oder Allantoin [198]. Daraus schludgtrte die Arbeitsgruppe um
Guzmén, dass nicht die Anwesenheit von Purinen esondliie Abwesenheit von
Ammonium entscheidend fir die Induktion der Guabeaminase irK. pneumoniae
ist. Bei Untersuchungen der Guanin-Deaminase@udilis wurde bereits 1959 eine

purininduzierbare enzymatische Aktivitat nachgeeregl99].
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Die Analyse zur intrazellularen Lokalisation der degp ausA. adeninivoransLS3
mittels Dichtegradientenzentrifugation ergab einmld Lokalisation in der Vakuole
sowie dem Zytoplasma (vgl. Abb. 3-6), so dass digarth-Deaminase der Hefe
A. adeninivoransLS3 sich von den untersuchten Guanin-Deaminasen asderen
Organismen unterscheidet. Die immunohistochemisghé histochemische Unter-
suchung von menschlicher Leber bzw. Niere fuhrte Eumittlung der zytoplas-
matischen Lokalisation [107, 200]. Mit Hilfe eindifferentiellen Zentrifugation wurde
eine zytoplasmatische Lokalisation der Guanin-Dease aus der Leber und dem
Gehirn von Ratten und Mausen ermittelt [106]. Da Analyse mitA. adeninivorans
LS3 neben der zytoplasmatischen Lokalisation Akdibein in der Vakuole andeutete, ist
ein Transport der Agdap in die Vakuole denkbar, diengroRen Mengen des Proteins
zu speichern oder abzubauen. Zur weiteren Klarwergimtrazellularen Lokalisation

sind Untersuchungen Uber eine differentielle Z&mgation notig.

Die Reinigung der Guanin-Deaminase &usadeninivorand.S3 um den Faktor 52 mit
einer Ausbeute von 6 % (vgl. Tab. 3-3) war sehingeim Vergleich zu Reinigungen
der Guanin-Deaminase aus anderen Organismen (Agsbbis zu 57 %; Reinigungs-
faktor 240 bis 9000) [95, 98, 101, 102, 105, 110]1

Die mittels Gelfiltration bestimmte native molekiddVlasse der Guanin-Deaminase aus
A. adeninivorand.S3 lag bei 100 bis 110 kDa (vgl. Abschnitt 3.2uf)d war damit
etwa gleich zu dem Enzym aus Ratten- und Menscbenlsowie Ratten- und
Schweinegehirn (105 bis 120 kDa) [98, 110, 111 ].1&ihe Kkleinere native molekulare
Masse wurde fur die Guanin-Deaminasen aus Kanimeben (56 kDa) [95]E. coli
(50 kDa),T. cruzi(52 bis 56 kDa) oder aus Blattern v@nsinensig54 kDa) [94, 101,
102] bestimmt.

Unter denaturierten Bedingungen (SDS-PAGE) wurde &roR3e von 55 kDa fur die
Agdap ausA. adeninivoransLS3 ermittelt (vgl. Abb. 3-7), was auf zwei idesuine
Untereinheiten hinweist. Die Struktur eines Dimensrde fir die Guanin-Deaminase
aus Ratten- und Menschenlebern sowie Ratten- uhdeeegehirn gezeigt [98, 110,
111, 117]. Monomere wurden in Kaninchenleld&rcoli, den Blattern vorC. sinensis
undT. cruzi[94, 95, 101, 102] nachgewiesen.
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Die Guanin-Deaminase aus adeninivoransLS3 zeigte zwei Maxima bei den pH-
Werten 6,5 und 8,0 (vgl. Abb. 3-8), wie es berems Negishiet al. fur die Guanin-
Deaminase aus Blattern d€r sinensis(pH 7,0 bis 7,5 und 8,0) beschrieben wurde
[102]. Andere Guanin-Deaminasen besal3en ein OptinmumpH-Bereich 6,8 bis 9,4
[95, 101, 104, 105, 110, 117].

Die enzymatische Aktivitat der Agdap stieg bis 85 @nd fiel bei hoheren Tem-
peraturen wieder (vgl. Abb. 3-9). Bei 60 °C blieéb dnzymatische Aktivitat fir 60 min
vollstandig erhalten. Da die Guanin-Deaminase daniikchen- bzw. Menschenleber
sowie T. cruzi eine Stabilitdt der Enzymaktivitdt bis 50°C zemgtf©5, 98, 101],

zeichnete sich die Guanin-Deaminase @usdeninivoransLS3 durch eine hohere

Stabilitat gegentber der Temperatur aus.

Die im Rahmen dieser Dissertation bestimmte Mideadenten-Konstante betrug
56 umol I* (vgl. Abschnitt 3.2.5.3) und ist vergleichbar nfitsher beschriebenen
Konstanten anderer Organismen (4 bis 42 piol94, 101, 102, 105, 110, 111, 117].
Die Wechselzahlen der Guanin-Deaminase voradeninivorans(3,9 §") und von

E. coli (3,2 §") [94] weisen auf einen gleichen Umsatz vom Sub&tanin hin.

Die Bestimmung des Substratspektrums zeigte nebeani@ (100 %) geringe
Aktivitaten mit 6-Thioguanin (7,9 %) oder 8-Azaguan(8,2 %) fur die Guanin-
Deaminase aul. adeninivorand.S3 (vgl. Tab. 3-4), wie bereits 1978 von Glanixlu
Lewis mit der Guanin-Deaminase aus Kaninchenle®g} heschrieben wurde. Aktivi-
taten mit 8-Azaguanin wurden weiterhin in Menschend Rattenleber sowie Ratten-
und Schweinegehirn [98, 110, 111, 117] ermittelt.

Durch die additive Zugabe von Guanosin, neben defnst®&at Guanin, wurde die
Aktivitat desA. adeninivorand.S3-Enzyms um tber 50 % inhibiert. Die Substrate 6
Thioguanin oder 8-Azaguanin bzw. andere Purindeziveigten mit der Agdap aus
A. adeninivorand.S3 eine maximale inhibitorische Wirkung von 159gl. Tab. 3-6).
Eine geringe Inhibition der Guanin-Deaminase mitafasin (13 %) wurde in den
Pigmenten der roten Augen v@mosphila melanogastemachgewiesen [201]. Auch flr
die Guanin-Deaminase aus dem Rattengehirn wurdeim d@am Zusatz von Guanosin

oder Xanthin sehr geringe Anderungen ermittelt [110
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Die enzymatische Aktivitat der Agdap aés adeninivoransLS3 wurde nach dem
Zusatz von Kationen (G4 F€*, F€*, K*, Mg®, Na', Ni*" und Zrf") getestet, wobei
geringe Anderungen feststellbar waren (vgl. Talb).3Bei der Untersuchung der
Guanin-Deaminase aus dem Rattengehirn wurde kdiibiiarischer Einfluss durch
cd* und Md* (50 mmol 1) verursacht [110], wohingegen durch Zinkkationémee
starke Inhibition inC. sinensiservorgerufen wurde [102].

Der Zusatz von Kupfersalzen bewirkte eine Verrionger der Aktivitdt der Agdap aus
A. adeninivorand.S3 um etwa 80 %. Eine vergleichbare inhibitoresdMirkung wurde

bei der Guanin-Deaminase aus Blattern @omsinensidbeobachtet [102].

Die Zugabe von Chelatoren (Phenanthrolin und EDV&jursachte keine negativen
Effekte auf die enzymatische Aktivitat der Agdags &u adeninivoransim Gegensatz
zu den Guanin-Deaminasen aus dem Rattengehirn @ MrEDTA) oder den Blattern
von C. sinensig1 mmol I* EDTA) [102, 110]. Der Verlust des Zinkatoms im Ene
von E. coli resultierte in einem starken inhibitorischen Etf¢84], der bei Unter-
suchungen mit dem Enzym aus adeninivoransLS3 trotz vorhandener Zinkbin-
dungsdomane der Klasse Il [202] nicht beobachtetdewDies kénnte fur die Guanin-
Deaminase aué. adeninivorand_S3 eine enzymatische Aktivitat ohne Zink im kata-
lytischen Zentrum andeuten, oder die Bindung zwvaacBnzym und Metallkation ist

verdeckt und konnte durch die Zugabe von 1 mm&DTA nicht geldst werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nach einer einstierdrainkubation mit 0,1 mmot |
Quecksilberchlorid eine vollstandige Inhibition dénzymaktivitat der Agdap nach-
gewiesen (vgl. Tab. 3-5). Organische Quecksilb&inelungen verursachten gleiche
Effekte bei der Guanin-Deaminase aus der Kanineienl (0,1 mmolt PCMB) [95],
C. sinensis(1 mmol I* PCMB) [102] oder der Leber vom Menschen bzw. dattdR
(PHMB) [98, 117]. Aus dem Verlust der enzymatischigktivitdt durch den Zusatz
dieser Reagenzien wurde auf die Gegenwart von Bliflgruppen im katalytischen
Zentrum geschlossen, deren Oxidation zu einem ¥eder enzymatischen Aktivitat
fuhrte, wie es bereits fur die Guanin-Deaminasenanderen Organismen beschrieben
wurde [98, 117]. Der Zusatz von Reagenzien zum &chor der Oxidation der Sulf-
hydrylgruppen (DTT, L-Cystein oder Mercaptoethanodwirkten keine Veréanderung
der enzymatischen Aktivitat der Guanin-Deaminasg Aawadeninivorand.S3. Durch
die Verwendung von Mercaptoethanol bei der GuareasBinase aus. cruzierfolgte

eine Wiederherstellung der enzymatischen Aktijitat].
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4.4 Uratoxidase audA. adeninivoransLS3

Im Rahmen dieser Arbeit wurde neben der Guanin-Desse ein weiteres purin-

abbauendes Enzym vén adeninivorans- die Uratoxidase — analysiert.

Bei der Uratoxidase handelt es sich um ein weitbnettetes Enzym, welches in
Bakterien [121, 122], Pilzen [124], Hefen [128],g&h [131], Pflanzen [75] und
gewebespezifisch in den meisten Saugern [133, ¥84ommt (vgl. Abschnitt 1.6).
Aufgrund von Mutationen in der kodierenden SequemaJratoxidaseGen fehlt das
Protein in Hominoiden und einigen Neuweltaffen soWbgeln, terrestrischen Reptilien
und den meisten Insekten [8, 10, 86]. Das Enzyralksiert im Purinkatabolismus die
Offnung des heterozyklischen Pyrimidin-Ringes dearnddure in Gegenwart von
Sauerstoff, wodurch Wasserstoffperoxid und Allamtals Produkte entstehen. Diese
Reaktion umfasst zwei Schritte: eine enzymatisched#&on und eine nicht-

enzymatische Hydrolyse [85].

Basierend auf dem Vergleich einiger Uratoxidased#osauresequenzen aus Pilzen
wurde fur A. adeninivoransLS3 ein 921 Basenpaar langer kodierender Bereudh a
Chromosom vier identifiziert, der fir ein ProteintrB06 Aminosduren kodiert. Eine
Homologie von 61 bis 65 % wurde zwischen der Uralase au®\. adeninivoransind
diversen Pilzen bestimmt (vgl. Abb. 3-11). Die Urpatlase des hefeahnlichen
Symbionten vom braunen Grashupfir lugens zeigte eine Homologie von 32 %
gegenubeBacillussp. TB-90 und sogar 62 % im Vergleich&sp. flavugd135].

Der kodierende Bereich der Uratoxidase yYoradeninivorand.S3 enthalt kein Intron,
genau wie es fur beispielsweigethrobacter globiformis[203] beschrieben wurde.
Andere Uratoxidasen hingegen verfliigen Uber ein ouhrere Introns [135, 204] und

damit langere Sequenzen in der genomischen DNA.

Die Aminosauresequenz der Uratoxidase Auadeninivorand.S3 weist eine Vielzahl
von konservierten Sequenzen auf (vgl. Tab. 3-7,./AbB) [205], die ebenfalls in den
Uratoxidasen von beispielsweige globiformis Asp. flavusund C. utilis vorhanden
sind [206]. Starke Abweichungen im Motiv D wurderi bder Uratoxidase von
Cellulomona flavigenabzw. in den Motiven C und D, der Region 1 sowig de
Kupferbindungsdomane vddacillussp. TB-90 aufgefuhrt [203]. Bei einer der konser-
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vierten Sequenzen handelt es sich um eine Kupf@ubgsdoméne vom Typ 2 [135,
207].

Das C-terminale Tripeptid AKL der Uratoxidase @&usadeninivorand.S3 (vgl. Tab. 3-

7, Abb. A-2) deutet auf eine peroxisomale Lokalmatdes Proteins hin, da die
kompartimentenspezifische Signalsequenz nebenydechen Abfolge SKL auch eine
der mdglichen Varianten aus [S/A/C][K/R/H][L/M] sekann [189]. Die Wirksamkeit
der jeweiligen PTS1-Variante unterscheidet sich edaBtark vom jeweiligen
Organismus. Die vor dem C-terminalen Tripeptid helichen Aminosauren sind fur
einen erfolgreichen Transport in die Peroxisomemmevortlich, da in diesem Bereich
der Rezeptor fir den Transport bindet und die 3sgienz Uber eine Bricke an das

Protein fusioniert ist [208].

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrte Analyse Regulation detJratoxidase
zeigte eine zeitliche Induktion der mRNA-Akkumutati (Maximum nach 4 Stunden)
(vgl. Abb. 3-12). Die maximale Enzymaktivitat wuraeit Harnsaure als Stickstoff-
quelle zu einem friheren Zeitpunkt im Vergleich 2urzucht mit Adenin oder Hypo-
xanthin erlangt, wie es fistreptomycesp. [209] beschrieben wurde. Die maximale
Enzymaktivitat der Auoxp war fur Harnsaure und Hygathin ab einer Stoffmengen-
konzentration von 1 mmoflannahernd konstant und nur geringfiigig groRer ienV
gleich zu Adenin. InStreptomycesp. ermittelten Watanabe und Ohe [209] eine drei-
fach hohere Aktivitat durch Hypoxanthin und i@. utilis wurden Unterschiede
zwischen den Stickstoffquellen nachgewiesen [1T¥r StammT. adeninovorans
TOA-3 besall mit Harnsaure eine zweimal groRere makiivitat im Vergleich zu
Adenin [138].

Die zeitliche Verschiebung der maximalen Enzymatdtvmit den Stickstoffquellen
Adenin und Hypoxanthin erfolgte, da ausschliel3ktdrnsdure als Induktor fur die en-
zymatische Aktivitdt der Uratoxidase auds adeninivoransLS3 wirkte [185]. Die
durchgefuhrte Analyse zeigte mit der Xanthin-Oxathrktase-Deletionsmutante
A. adeninivorangs1224 einzig bei einer Kultivierung mit Harnsaume Medium eine
enzymatische Aktivitat der Uratoxidase [185]. Aueime Asp. nidulansdMutante mit
fehlender Xanthin-Oxidoreduktase-Aktivitat hattarie Aktivitdt der Uratoxidase bei

Wachstum ohne Harnséure [210]. Fur die Al@ereinhardtii wurde ein inaktives
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Vorlauferprotein der Uratoxidase beschrieben, das mach Anwesenheit von Harn-
saure und Abwesenheit von Ammonium in eine aktivatdkidase umgewandelt wurde
[211]. In A. adeninivorand.S3 hingegen wurde eine Induktion der Transkripti@ch-

gewiesen.

Bei der Uratoxidase voA. adeninivorand.S3 handelt es sich um ein intrazellulares
Protein, dessen Lokalisation im Zytoplasma oderd@n Vakuole der Zelle auszu-
schlieBen ist, wie anhand der Dichtegradientenifegation (vgl. Abb. 3-15) nachge-
wiesen wurde. Eine Lokalisation im Peroxisomen vaudgrund der C-terminalen Sig-
nalsequenz erwartet, wurde jedoch nicht bestafgit den siebziger Jahren des
20. Jahrhunderts wurden viele Untersuchungen zu allisation des Enzyms in den
unterschiedlichen Organismen durchgefuhrt [134,-212]. Die Uratoxidasen von
B. fastidiosug123] oderPseudomonas aerugino$&36] sind extrazellulare Proteine.
Wahrend inB. fastidiosusA.T.C.C. 26904 [215] odeA. globiformis [203] und in
eukaryotischen Organismen intrazellulare lokalisierUratoxidasen beschrieben
wurden. In den Zellen vorC. tropicalis [130], S. cerevisiag[216], C. famataund

T. cutaneunj217] befand sich das Enzym in den Peroxisomehblmeren Eukaryoten,
wie Frosch, Ratte, Hamster, Hund, Katze und Ring [E84, 214, 218], wurde das

Enzym im kristalloiden Kern der Peroxisomen desdrgbwebes nachgewiesen.

Der Reinigungseffekt der Uratoxidase auisadeninivorand.S3 (vgl. Abschnitt 3.3.4)
ahnelte der Isolation der Uratoxidase aus Rindeznie(10,4-fach) [133] oder
B. fastidiosusSMG83 (2,1-fach) [123]. Wohingegen hdhere Reinggaifekte auf-
grund anderer Reinigungsprozeduren @andida sp. (244-fach) odeC. reinhardtii

(350-fach) beschrieben wurden [128, 131].

Eine native molekulare Masse von 65 bis 70 kDa wumit der Grél3enfraktionierung
fur die Auoxp ausA. adeninivorand. S3 ermittelt. Unter denaturierenden Bedingungen
wurde fiur diesen Organismus eine Proteinbande H&D& identifiziert. Anhand dieser
Daten wurde auf die Struktur eines Dimers fur diatbxidase vorA. adeninivorans
LS3 geschlossen. I&8lycine maxL. wurde ebenfalls ein Dimer mit zwei identischen
Untereinheiten (32 kDa) nachgewiesen [132].
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Die Struktur der Uratoxidasen variierte sehr staskschen den einzelne Organismen.
Fur die Mehrzahl der Organismen wurde ein Tetrdneschrieben, das sowohl aus vier
identischen Untereinheiten [75, 131, 177, 215, 2P®) als auch aus zwei verschieden-
en Untereinheiten [123, 125] bestand. andidasp. wurde ein Monomer (70 bis
76 kDa) nachgewiesen [128], wobei spatere Untersugdn mit der rekombinanten
Uratoxidase ausandidasp. eine Grofie von 35 kDa zeigten [221]. Das Bakte
Streptomyces cyanogenasigte ein Trimer mit einer Grof3e von 100 kDa KB2 je
Untereinheit) [222].

Die Uratoxidase voi. adeninivoransvies ein pH-Optimum bei 8,0 auf (vgl. Abschnitt
3.3.5.1). Untersuchungen voB. subtillis exprimiert in E. coli [223], Asp. flavus
exprimiert inE. coli[224], C. utilis [206] oderS. cyanogenuR22] belegten das gleiche
pH-Optimum in diesen Organismen. Das pH-Optimum lag verschiedenen
Uratoxidasen zwischen 5,5 und 9,5 [123, 203]. Dtaebiitat der enzymatischen
Aktivitat blieb beiA. adeninivoransn einem grof3en pH-Bereich (7,5 bis 10,0) erhalten

wie es fur andere Organismen beschrieben wurde PA7.

Das Temperaturoptimum der Uratoxidase Auadeninivorand.S3 lag bei 40 °C (vgl.
Abb. 3-18). Das Optimum der Uratoxidase in andé€deganismen wurde tberwiegend
zwischen 30 und 40 °C nachgewiesen [123, 206, 2Z}-2Eine Stabilitdt der
enzymatischen Aktivitat der Uratoxidase vadk adeninivoransblieb Uber einen
Zeitraum von 1 Stunde bei 50 °C erhalten. Eine ift#bder Uratoxidase-Aktivitat bis
mindestens 50 °C wurde f&. fastidiosud123], A. globiformis[203], Microbacterium
sp. Stamm ZZJ4-1 [225] und. subtilis [226] ermittelt. Geringere Stabilitaten
gegenuber der Temperatur wurden beispielsweisePimeruginosa [136] und
Candidasp. [128] bestimmt.

Die Ermittlung der Michaelis-Menten-Konstante fulardsaure ergab bei der Urat-
oxidase vonA. adeninivoransLS3 einen lg-Wert von 56 pmolt (vgl. Abschnitt
3.3.5.3). Dieser Wert lag in anderen Organismererimab des Bereiches von 5 bis
310 pmol 1[75, 128, 132, 215, 225, 226].

Fur die Uratoxidase voA. adeninivoransvurden eine Vielzahl von Purinen und Purin-

derivaten als potentielle Substrate getestet (Vah. 3-9). Dabei konnte ausschlief3lich
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mit Harnséaure die Bildung von Wasserstoffperoxidnggewiesen werden. Bisher wurde
fur keine Uratoxidase, die Mdglichkeit, andere Rerials Substrat zu verwenden,
beschrieben [123, 227].

Einer Veranderung der Aktivitdt der Uratoxidase ausadeninivoransLS3 wurde
durch die Zugabe von einem Purin zum Substrat geZeine Reduktion um 80 % oder
mehr wurde durch 8-Azaxanthin und Oxonat hervorgeryvgl. Tab. 3-11). Guanin
bewirkte beiA. adeninivorand.S3 noch eine Inhibition von 40 %. Die Uratoxidasm
P. reconditazeigte neben dem Verlust der Aktivitat von 50 %ctiuXanthin einen noch
starkeren negativen Effekt durch Oxonat (80 % Iilwib) [125]. Auch die Uratoxidase
von S. cyanogenusvurde um 80 % durch Xanthin und 25 % durch Guasntuziert
[222]. Weitere negative Effekte wurden B fastidiosus[123], C. reinhardtii [228]

nachgewiesen.

Eine vollstandige Inaktivierung der Uratoxidase Ausdeninivorand.S3 wurde durch
eine Prainkubation mit Gli sowie Hg* (ab 0,1 mmolt) hervorgerufen (vgl. Tab. 3-
10). Gleiche Effekte wurden unter anderem fiur diatbkidasen voiVigna unguiculata

L. (0,1 pmol ¥ C#") [229], C. utilis (25 pmol ' Cw¥*, 1 umol I* Hg?") [219],
Microbacteriumsp. Stamm ZZJ4-1 (1 mmot IHg?) [225] oder die rekombinante
Uratoxidase vonA. globiformis (1 mmol I* Cu/*") [203] beschrieben. Keine Veran-
derung der enzymatischen Aktivitat wurdeBnfastidiosug1 mmol I* Hg?") [123], in

S. cyanogenug0,1 mmol ' Hg?*, 1 mmol I* C&¥*) [222] und Microbacteriumsp.
Stamm ZZJ4-1 (1 mmotl Cu#") [225] verursacht, wohingegen eine Erhéhung der

enzymatischen Aktivitat if?. aeruginosgl mmol I* Cl/#") [136] nachgewiesen wurde.

Aus dem Zusatz von Be K*, Mg?* und Nd sowie EDTA, Natriumazid, Phenanthrolin
und PMSF (0,1 und 1 mmot) resultierte keine oder eine Veranderung bis makim
16 % der Uratoxidase-Aktivitat iA. adeninivorand.S3 und war damit &hnlich zu den
Beobachtungen irC. utilis [219], B. fastidiosus(1 mmol I' F&*, 1 mmol I EDTA)
[123] und S. cyanogenu$l mmol I* F&*, 1 mmol I* EDTA) [222]. Auch die Urat-
oxidase vonMicrobacteriumsp. Stamm ZZJ4-1 [225] zeigte keine Verédnderung de
enzymatischen Aktivitdt mit B& oder EDTA. Das Enzym war jedoch mit Phenan-
throlin (2 mmol 1) komplett inaktiv [225].
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Eine Steigerung der Aktivitat um etwa 50 % wurdecthDTT bzw. die Aminosaure L-
Cystein mit der Uratoxidase aus. adeninivoransLS3 erzielt. Die enzymatische
Aktivitat der Uratoxidase vor€. utilis lie3 sich durch die Zugabe von reduzierenden
Reagenzien wie DTT oder der Aminosaure L-Cysteachnder Inaktivierung durch
Quecksilber, wieder komplett herstellen [219]. Da dratoxidase vorB. fastidiosus
durch Quecksilber nicht inhibiert wurde, war kearbdhte Aktivitat mit DTT oder der

Aminosaure L-Cystein nachweisbar [123].

Abschliel3end lasst sich zusammenfassen, dass @&DdA oder Phenanthrolin kein
inhibitorischer Effekt auf die enzymatische Akttt der Uratoxidase von
A. adeninivoransausgetbt wurde. Der Zusatz von Kupfer minimierie Aktivitat.
Trotz der vorhandenen Kupferbindungsdoméane vom Zyf35] in der Aminoséaure-
sequenz der Uratoxidase alysadeninivoransvurde die Notwendigkeit einer Bindung
von Kupfer fir die katalytische Aktivitat des Enzgmicht nachgewiesen. Auch fur die
Uratoxidase vorC. utilis [219] undAsp. flavugd230] wurde trotz vorhandener Domane
eine Aktivitdit ohne Kupfer ermittelt. Die zusamménbende Wirkungsweise von
Quecksilberchlorid und DTT bzw. der Aminosaure Ls@n weist darauf hin, dass
Sulfthydrylgruppen im aktiven Zentrum des Enzymshamden sind. Deren Oxidation
fuhrte zu einem Verlust der Aktivitdt. Mit Reagegizizum Schutz vor der Oxidation
der Sulfhydrylgruppen wurde die enzymatische Akdivi der Uratoxidase aus

A. adeninivorand.S3 aufrechterhalten.

4.5 Uberexpression und Charakterisierung der rekomimanten

Guanin-Deaminase bzw. Uratoxidase

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das XS®iTransformations-/Expressionssystem [1]
verwendet, um erhéhte Mengen der Guanin-Deaminase der Uratoxidase unab-
hangig von Purinen im Kultivierungsmedium zu akklieren. Die Hefen wurden
transformiert mit dem hefespezifischen VektortedsdXplor2-Vektors, der zuvor

vollstandig vomE. colispezifischen Abschnitt abgetrennt wurde.

Basierend auf dem Vergleich verschiedener pilzlickBuanin-Deaminasen sowie
Uratoxidasen wurden fur die Gene kodierende Beee{@d28 bzw. 912 Basenpaare) in

der genomischen DNA der Hef&. adeninivoransLS3 identifiziert. Der kodierende
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Bereich wurde zwischen einem konstitutiv8iEF1-) [160] bzw. einem induzierbaren
(AYNIL oder FMD-) [147, 158] Promotor sowie denPHOS5Terminator aus

S. cerevisiag¢l59] integriert.

Obwonhl die Transformationsfrequenzen der verwemdeliefen gleich waren, lagen die
enzymatischen Aktivitdten der rekombinanten Uratage in denA. adeninivorans
G1212-Transformanden (homologes System) auf eird@meren Niveawerglichen mit
einem heterologen SystenH.(polymorpha RB11-Transformanden) (vgl. Abschnitt
3.4.5). Giersberegt al.[144] und Boeeet al.[231] bestimmten beim Vergleich verschie-
dener Produktionsorganismen eine maximale Aushmaitté\. adeninivoranslransfor-
manden anstelle von den ebenfalls untersuclitepolymorpha und S. cerevisiae
Transformanden. In anderen Arbeitsgruppen steltepolymorpha RB11 den

geeigneten Produktionsorganismus fir heterologelmdar [153, 232, 233].

Im homologen System waren die enzymatischen Aktieit der Guanin-Deaminase
hoher in den Transformanden mit dem konstitutiVds-1-Promotor verglichen mit
dem induzierbarerAYNILPromotor. Nach einer 24-stindigen Kultivierung dem
maximale Aktivitaten zwischen 52 und 73 U §G (vgl. Abb. 3-22) in den Trans-
formanden mit einem konstitutiven Promotor nachgsen. Unabhangig von der An-
oder Abwesenheit eines C-terminalen His-Tags redten sich die Aktivitaten in den
48 h-Proben. Die héchsten spezifischen Uratoxidadiitaten (25 bis 26 UG TG)
wurden in einigen wenigerA. adeninivoransiransformanden der Typen G1212/
YRC102- bzw. G1212/YIC102-AYNI1-AUOX nach einer 2#iindigen Kultivierung
(vgl. Abb. 3-27) ermittelt. Im weiteren Verlauf d&ultivierung verringerte sich die
Aktivitat auf 15 bis 17 U § TG. Die Vielzahl der Transformanden mit konstiteth
TEFI1-Promotor zeigten Uratoxidase-Aktivitaten zwischis bis 21 U ¢ TG. Einzig

die Aktivitat der Uratoxidase mit einem C-terminalélis-Tag blieb Gber die 96-
stindige Kultivierung stabil, wohingegen ohne bmit einem N-terminalen His-Tag

die Aktivitat nach einem Maximalwert bei 24 Stundgdmahm.

In der Literatur wurde die konstitutive und indubiare Expression derGalaktosidase
in S. pombaniteinander verglichen [234]. Dabei zeigte sicassidas Expressionslevel

mit einem konstitutiven Promotor etwa gleich denpiessionslevel mit einem indu-
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zierten Promotor war [234]. Fik. adeninivorandiegen Angaben von hohen enzyma-
tischen Aktivitaten rekombinanter Proteine nacleekonstitutiven Expression mit dem
TEF1-Promotor vor [144, 164]. Ein direkter Vergleich igshen demTEF1- und
AYNILPromotor erfolgte Uber das ReportergéhytaseK[147]. Dabei wurde die
maximale Aktivitat der rekombinanten PhytaseK im @ensformande mit deMEF1-
Promotor ermittelt [147].

Die HefeA. adeninivoranss1212 wurde in dieser Arbeit mit Transformatiorsseiten
transformiert, die sowohl mit als auch ohne die daymierten 25S-rDNASequenzen
[155] flankiert waren. Beim Vergleich der enzymalien Aktivitdten der YRCs (mit
25S-rDNA-Sequenz) und YICs (ohne 25S-rDNA-Sequeeinjes Transformations-
kassetten-Typs wurden nur geringe Unterschieddi@itJratoxidase sowie die Guanin-
Deaminase nachgewiesen. Das maximale Expressie@hsiewde unabhangig von der
An- oder Abwesenheit der flankierenden Sequenziemgtr Giersbergpt al. [144] be-
schrieb ebenfalls die hdchsten enzymatischen A#tem der Alkohol-Dehydrogenase
unabhangig von der Flankierung der Transformatiagsé&tte. Boeet al. [1] zeigte im
Gegensatz dazu, dass das maximale Expressiongtevetkombinanter PhytaseK bzw.
Interferon- ausschliel3lich mit den YICs erzielt wurde.

Die Anzahl der Expressionsmodule der Uratoxidaséevhzwischen einem und zwei
Modulen. Beim Vergleich der Transformanden mit einglodul (G1212/Y(R/I)C102-
TEF1-AUOX) sowie zwei Modulen (G1212/Y(R/I)C102-TERAUOX) wurde keine

signifikante Erhdhung der maximalen Enzymaktivititeinen Typ nachgewiesen. Die

Unterschiede waren gering, wie aus der Abbildur®y 3zu entnehmen ist. Giersberg
et al. [144] beschrieb ebenfalls eine Unabhéngigkeitrdakimalen Produktivitat von
der Anzahl der integrierten Expressionsmodule. Ddlgsvirkte die Integration von
mehreren Expressionsmodulen keine Steigerung deifiggchen Aktivitat [144]. Bei
der rekombinanten Tannase wurde im Gegensatz daeuM&rringerung der maxi-

malen Enzymaktivitat durch Zunahme der Expressiauire beschrieben [164].

Durch die Integration von mehreren Expressionsnmerdulurde keine gesteigerte enzy-

matische Aktivitat erzielt. Fir das Expressionsnadii der Guanin-Deaminase wurde
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maximal eine zweifache Integration nachgewieserl. (dfpb. 3-21). In den Trans-
formanden mit der Uratoxidase ergab die Southeat-Bhalyse maximal eine funf-
fache Integration (vgl. Abb. 3-26). Die FahigkedsdVektors zur Mehrfachintegration
wurde mit dem Vorlaufervektor zum Xpfgt-Transformations-/Expressionssystem be-
statigt [235, 236]. Da die mittels Southern-Blotcingewiesenen integrierten DNA-
Fragment jeweils gro3er als 2000 Basenpaare wavarge mit hoher Wahrschein-
lichkeit das komplette Expressionsmodul integri@ie unterschiedlichen Gro3en der
DNA-Fragmente deuteten auf variable Integratioresami Genom hin, gaben jedoch
keinen Aufschluss Uber die resultierende enzyntfaiséktivitdt. Im Falle der
Transformande G1212/YIC102-TEF1-6HAUOX fuhrte dieffache Integration des

Expressionsmoduls mit dem konstitutiv exprimierf@OX-Gen nicht zu einer hoheren

enzymatischen Aktivitat der Uratoxidase im Verdheizu einer Transformande mit
einer zweifachen Integration (G1212/YRC102-TEF1-6H¥X). Ein kumulativer

Zusammenhang wurde auch fur die tbrigen Transfoderamicht nachgewiesen. Die

Mehrfachintegration eines Expressionsmoduls mit damylase ergab eine Erhéhung
der spezifischen Aktivitat im Vergleich zu einerntéchintegration [235]. Die Sen-
sitivitat der mikrobiellen Komponente des nAES-Assavurde durch die Integration
von mehreren Estrogenrezeptor-ExpressionsmodulenReportergenmodulen jedoch

nicht gesteigert [236].

Anhand der spezifischen Enzymaktivititen der Gu&reaminase bzw. der Urat-
oxidase wurde jeweils eine Transformande ermittediche die hochste enzymatische
Aktivitat besald. Zusatzlich wurde bei vergleichlbaMaximalaktivitat jene Trans-
formande ausgewahlt, deren Aktivitdt Uber einergééien Zeitraum stabil blieb. Die
Wahl fiel auf die Transformandef. adeninivoransG1212/YRC102-TEF1-AGDAGH
undA. adeninivoranss1212/YRC102-TEF1-AUOX6H, die ein einfaches Expiess-

modul besal3en.

Die biochemischen Eigenschaften der endogenen Gizeaminase bzw. Uratoxidase
aus dem WildtypstamrA. adeninivorand.S3 wurden mit den rekombinanten Enzymen
verglichen. Die rekombinante Uratoxidase Auox6hpsakeine relevanten Unterschiede
in ihren biochemischen Eigenschaften im Vergleichendogenen Uratoxidase Auoxp
aus A. adeninivoransLS3 auf (vgl. Abschnitt 3.4.9). Bereits fur diekoenbinante

Tannase [143] oder die rekombinante Lipase [142jdewm in A. adeninivoransnach
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einer homologen Expression keine Veranderungenbamhemischen Eigenschaften

nachgewiesen.

Durch den C-terminalen His-Tag kam es in der rekoariien Guanin-Deaminase
Agda6hp madglicherweise zu einer strukturellen Vdeinong, die eine Reduktion der
thermischen Stabilitat sowie den Wegfall des zwejiel-Optima bei einem pH-Wert
von 8,0 verursachte (vgl. Tab. 3-12). Fur die lbtelogische Anwendung der rekom-
binanten Guanin-Deaminase stellen diese Veranderungiglicherweise Hindernisse
dar. Der inhibitorische Effekt durch Guanosin radue sich bei der rekombinanten
Guanin-Deaminase auf 30 % (vgl. Tab. 3-15). Dieseawderung der biochemischen
Eigenschaft konnte fir die Reduktion von Purinehebensmitteln ein Vorteil sein, da
das im Lebensmittel vorhandene Guanosin somit egemgeren negativen Einfluss

auf die enzymatische Aktivitat der Guanin-Deaminassitzt.

4.6 Anwendung der rekombinanten Enzyme - Behandlungvon

Lebensmitteln

Diese Arbeit diente ersten Untersuchungen zur Eklwng eines Verfahrens zur enzy-
matischen Reduktion von Purinen, speziell Harnsdarkeebensmitteln. Das Verfahren
soll einen neuen Ansatz zur Vorbeugung der Hyplgdiarie darstellen. Hyperurikamie
wird durch die Uberschreitung der physiologischétti§ungsgrenze von Harnsaure im
Blutserum des Menschen verursacht. Als Folge s Eintwicklung von Gicht méglich,
wobei die Erkrankung zu schmerzhaften Anfallen ddemweiteren Krankheitsverlauf
zur Bildung von Gichttophus fuhrt [13, 20, 24, 287, 28]. Derzeit wird den
Betroffenen (1 bis 2 % der erwachsenen Bevolkerianbpdustriestaaten) neben einer
medikamentdsen Behandlung eine purinarme Ernahweigs empfohlen [9, 17, 19,
20, 24, 37]. Durch den Verzicht von purinreicherb&esmitteln kann es jedoch zu
einem Mangel an verschiedenen essentiellen Amimesdkommen, da diese Uber-

wiegend mit solchen Nahrungsmitteln aufgenommerderer

Vor der Untersuchung von Lebensmitteln wurde dielEonalitat der purinabbauenden
Enzyme untersucht. Dafur wurde ein Puringemisch2(Jé ug Adenin, Hypoxanthin,
Guanin, Xanthin und Harnsaure) mit einem Enzymgemimkubiert. Das Enzym-

gemisch bestand aus Uratoxidase, Guanin-Deamidadenin-Deaminase [184] und
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Xanthin-Oxidoreduktase [185]. Fur samtliche Purimeirde eine Konzentrations-
reduktion nachgewiesen (vgl. Abb. 3-31). Das bentisténdigen Abbau von Adenin
entstandene Hypoxanthin wurde direkt von der Xam@xidoreduktase weiterver-
arbeitet. Gleiches galt fir das Xanthin, das duliehGuanin-Deaminase erzeugt wurde.
Am Ende der Inkubationszeit war maximal 10 % deptiinglichen Adenin-, Guanin-
bzw. Harnsaurekonzentration vorhanden. Die Hypdxantund Xanthinkonzentration

wurde um etwa 50 % reduziert.

Seit mehr als 60 Jahren ist bekannt, dass die Barasm Blut von Lebewesen durch
die enzymatische Wirkung einer Uratoxidase redbaieist [62, 63]. Jedoch wurde eine
Verringerung der Harnsaurekonzentration direkt gbénsmitteln bisher nicht unter-

sucht.

Zu den purinreichen Lebensmitteln zahlen die Mdiirdar Fleischprodukte (Schwein,
Rind, Hase, Hirsch), Innereien (Leber, Niere, HefFrgch (Hering, Scholle, Schellfisch,
Anchovis), aber auch Gemise (Erbsen, Bohnen, Kechsen, Linsen) oder bestimmte
Lebensmittel (Sojamilch, Sojafleisch/trocken), diemals bei alternativen Ernahrungs-

formen verwendet werden [17].

In der vorliegenden Arbeit wurde Rinderbriihe albdmsmittel verwendet. Aufgrund
des flussigen Aggregatzustandes von Rinderbriheetggsich dieses Lebensmittel fur
die ersten Untersuchungen mit purinabbauenden Esmzym einer tatséchlichen
Lebensmittelumgebung. In der Rinderbriihe wurden gennge Mengen von Harn-
saure, Adenin und Xanthin sowie héhere Konzentnatiovon Guanin und Hypoxanthin

nachgewiesen.

Da die Funktionalitat der Uratoxidase entscheidiémdalas Gelingen des Projektes war,
wurde der Rinderbrihe zusatzliche Harnsaure zurjesed deren Abnahme mittels
HPLC-Analytik dokumentiert (vgl. Abb. 3-32). Nachner 60-minttigen Inkubation

wurde die Harnsaure nahezu vollstdndig abgebauts ielegte die enzymatische

Wirkung der Uratoxidase in einem Lebensmittel.

Im nachsten Schritt wurde die Rinderbriihe gelést it einem Gemisch aus
purinabbauenden Enzymen versetzt (vgl. Abb. 3-38ach einer mehrstindigen
Inkubation wurde eine Verringerung samtlicher Parinachgewiesen. Die dabei
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entstehende Harnsaure wurde durch die Uratoxidakstandig abgebaut. Die Ubrigen
Bestandteile der Rinderbrihe zeigten keinen Eisfaud die Aktivitat der Enzyme.

Neben Rinderbrihe wurde ein Hefeextrakt mit demyBrmgemisch aus Uratoxidase,
Guanin-Deaminase, Adenin-Deaminase [184] und Xarihidoreduktase [185]

enzymatisch behandelt. Bei Hefen handelt es sicheuman purinreichen Organismus
[17]. Auch in diesem Falle fuihrte die Inkubationtneinem Gemisch aus purinab-

bauenden Enzymen zu einer Reduktion der Purineefedxtrakt [185].

In dieser vorliegenden Arbeit [237, 238] sowie iendPublikationen von Jankowska
et al.[184, 185] wurde das Potential der purinabbauelititeayme au#\. adeninivorans
zur Behandlung von Lebensmitteln aufgezeigt.

4.7 Ausblick

Die Kultivierung vonA. adeninivorand.S3 im Medium mit Purin als Stickstoffquelle

fuhrte zur intrazellularen Synthese von purinabbdee Enzymen. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die Guanin-Deaminase sowie die Uratage isoliert, biochemisch

charakterisiert und fur die industrielle Anwenduiiggrexprimiert.

Die intrazellulare Lokalisation der Enzyme konniehh endgtiltig aufgeklart werden.
Da bei den mikroskopischen Aufnahmen intrazellul&teikturen nachgewiesen wur-
den, bei denen es sich vermutlich um Peroxisomeddig ist fur die Uratoxidase eine
Lokalisation in diesem Kompartiment denkbar. Einiterer Hinweis ist die peroxi-
somale Signalsequenz am C-Terminus des Proteinswihohistochemische Unter-
suchungen mit spezifischen Antikdrpern (Anti-Auoxpdnnten diese Fragestellung

beantworten.

Mit Hilfe eines Transformations-/Expressionssystemsirden die intrazellularen
Guanin-Deaminase und Uratoxidase UberexprimiertbeDaviesen einige Trans-
formanden hohe enzymatische Aktivitaten auf. DiAsalysen fanden ausschlief3lich
unter diskontinuierlichen Bedingungen in Schittédko statt. Um die Ausbeute zu
steigern sollten Untersuchungen mit einer kontiriicieen Prozessfihrung im
Fermenter durchgefihrt werden. Zusatzlich konnth sine extrazellulare Lokalisation

der Enzyme gunstig auf die industrielle Produktamr Enzyme auswirken. Aussagen
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Uber die Funktionalitat des Enzyms unter diesenirBgohgen kdnnen derzeit nicht
getroffen werden.

In dieser Arbeit wurde die enzymatische Reduktion Yurinen in Rinderbrihe nach-
gewiesen. Fir eine breite Anwendung in der Lebettslinidustrie ist es notwendig, ein
Verfahren zu entwickeln, mit dem die Lebensmittet dem Verzehr oder wahrend des
Verdauungsprozesses behandelt werden. Die Verwgneam purinabbauenden Enzy-
men in einer Art Gewlrzmischung ware eine denkb&glichkeit zur Behandlung von

Lebensmitteln vor dem eigentlichen Verzehr. Die aklfme von einem Gemisch aus
purinabbauenden Enzymen wére weiterhin Gber Kapseglglich. Diese mussten die
Magenpassage unbeschadet Uberstehen, bevor siensi@arm 6ffnen, und ihr Inhalt

die Purine der Nahrungsmittel abbaut. Unabhangig der Methode, wie die Lebens-
mittel mit den Enzymen in Kontakt kommen, ist diesBmmung der idealen Mengen-

verhaltnisse der Enzyme zueinander notwendig.
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-60 ag tataaaag gagcggtacc cccatatcgt gggtgtagac agttttcatc ttctca aatc
1 atgactcgaa aggcgttttg cgtgtatgag ggtgcattta tccac ccecg cgtccecagt
1 MTRKAFC VYE GAFI H PR VPS
61 actactaaca ggaacatcaa gccgggcctt gaatttgtgce ctcg gggccg gatcattgtg
21 TTNR NIKPGLEFVPR GR IV
121 gagaatgggt ctgggaagat tgtattgatc cagcgagaca att cttcgga gaatggcaat
41 ENGS GKI VLI QRDN S SE NGN
181 tctaacattg gtgagctatt gcgggacaat ggcatcaatg ag gcagacct tgagtatgtt
61 SNIGELLRDNGINEA DL EYYV
241 cgagctcccg aaggggcatt ctttttccce gggttctttg ata ctcatat ccatgctcct
81 RAPE GAF FF P GFFD TH*I H* AP
301 cagtacccca attccggaat ttttggcgaa tccaccctge tcg actggct cgagacgtat
101 QYPNSGIFGE STLL D WL ETY
361 accttcccta tggaggcecte gttgtcggat acggaccggg cc aaggctgt gtattcaaag
122 TFPM EAS LSD TDRAK AV Y SK
421 gttatcgaaa agactttggg caatggcact actaccgcat ctt actatgc aacaattcac
141 VIEK TLG NGT TTASY YA TIH
481 cctgagccca cccagattct tgctgacgag getctgegtc agg gtcagcg tgcatttgta
161 PEPT QIL ADE ALRQ G QR AFYV
541 ggcagagtat gcatggttca gaattctcct gactattatg ttc atactga ggaagaatca
181 GRVC MVQ NSPDYYVH TE EES
601 aaggctgctg atgagcaggt aattgcttac attaagaagc ggg atcctca gggagagaitt
201 KAAD EQV IAY IKKR D PQ GEI
661 attagtccaa ttgtgacccc acgatttgct cctagctgca ctg aacatat tatggaatgg
221 ISPI VTP RFAPSCTE HI MEW
721 caggccaagc tagccaagcg agaaaaccta cctattcaga ct cacatttc tgaaaatacc
241 QAKLAKRENLPIQT H*1S ENT
781 ggcgaagtcg agtgggtcaa agagctgttc cccaaatgtt cag gatatgc ggatgtttac
261 GEVEWVKELFPKCSG YADVY
841 gataaggcgg gcctcctcac tgatagaact attctcgetc act gtgttca cctgactgaa
281 DKAGLLTDRTILA H* CVH LTE
901 gatgaaaagc acctcattca tcatagacag agcggaattt ctc actgccc catttccaat
301 DEKHLIHHRQSGISH CPISN
961  tcttcattga cctcgggtga gtgccctgta aggtctetgce tta acaagga gattaaggtc
321 SSLTSGECPV R RSLLN KE IKYV
1021 tctttgggta ctgacgtgtc tggaggctat tctccaagca tt ttggcagt ggcccgacag
341 SLGT DVS GGY SPSI LAV ARQ

1081 gctctgttgg tatctcgaca cattgcaatg aaatctcaag a taaagacga tgtgctcaat
361 ALLV SRHIAMKSQD K DD VLN
1141 tttgaagaag tgctttattt ggctacatat ggaggtgctg aa gtatgtgg attggcagac
381 FEEVLYLATY GGAE YV CGLAD
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1201 aagctaggat ctittgaggt tggcaagaaa tgggacgccc ag ttggtatc tctcgaccac
401 KLGS FEV GKK WDAQ L VS LDH
1261 aatgactctc ctattgacgt tttccctttc gccacctect cc ctgtccaa ggagcagcgce
421 NDSPIDV FPFATSS L SK EQR
1321 ctccgacaca gtgctcagca atggatctac ctcggagatg ac cgtaacac tcgcaaggtt
441 LRHS AQQ WIY LGDD R NT RKYV
1381 tgggtgaacg gtcagttggt cataaacaaa gatggatcct ca aactaact ttataacatc
461 WVNG QLV INKDGSS N *

1441 atctcgacct ctgetgtacg gtgcatcaca tacattcgga tc accgagtt agagcaaccg
1501 gcaatccgtg gtgacccacg tcatggccca cataggtctg ta tctcttat aagtagggag

Abb. A-1. Nukleotidsequenz desAGDA-Gens vonA. adeninivoransLS3 und die daraus abgeleitete
Aminosauresequenz der Guanin-Deaminase Agdap.

Die potentielle Promotorregion (TATA-Box) wurde tfeund kursiv in der 5'-Promotor-Region
gekennzeichnet. Das Sequenzmotiv der Familie deindimydrolasen wurde unterstrichen (Amino-
saureposition 90 bis 98). Mit einer Wellenlinie den das Start- sowie das Stopp-Codon hervorgehoben.
Mit Stern sind vier Histidine und eine Asparagingigekennzeichnet, die fur die Bindung von Zink
verantwortlich sind.
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-120

-60

1
1

61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

421
141

481
161

541
181

601
201

661
221

721
241

781
261

841
281

901
301

961

cgacgcaccgg acaaggccg aaagggccca tagcccagtc ag tataaaac ggtgctggat
ctccttgttg atttctagtc acccagacaa accccatagt ttt aaacaaa agaacaaacc
atgtcccatc tctctgetge ccgttacggt aaagacaacg tccga gtcct caaggtctgg
MSHL SAAR Y G KDNV RVL KVW
Motiv A
cgtgatcctt ccaaccccca gcatcaggaa gtgatcgagce tcac tgtgtg tgtgctgctt
RDPS NPQHQEVIELT VCVLL
gagggagaga ttgaggagtc ttacactcgc gctgacaact ccc ctgtggt tcctactgac
EGEI EESYTR AD NS PVVPTD
Motiv B
accgtcaaga acaccatcta cattcacgcc aagcagaatg atg tgtggcc cattgagctg
TVKN TIYITHAKQNDVWPIE L
ttcggagcta ctctgaccaa ccactttgtc acccgctacc ctc acatcca cgcetgcccac
FGATLTNHFYVY TRYPH IH AAH
gctcacatca tccagcacag atggactcga ttcaacgttg acg gcaagcc ccaccctcac
AHII QHR WTR FNVD G KP HPH
Kupferbindungs-
tctttcatgc gtgatggcca ggagacccga attgtcgacg tta ccegteg tgacgacgga
SF MRDGQETRIVDV TRR DDG
doméne
tctcecttcg agatcacctc cgccattaag gacctgactg tgc tcaagtc caccggatcc
SPFEITS AIKDLT VL.LKS TGS
Motiv C
atgttccact cttaccacaa gtgtgagtac actaccctca agg aggctta cgaccgaatc
MFHS YHK CEY TTLK EAY DRI
ctgtctactg acgttgacgc tcagtggact tggtctcctt cca aggttgc cactgttggc
LSTDVDAQWTWSPS KVATVG
gccgtcaagt ctetggetaa ggagggtgtg ttcgacgcetg ctt gggccegg tgctcgaaac
AVKS LAKEGV FDAA WAG ARN
gtcaccctcg agacctttgc taaggagaac tccgctteeg tee aggctac catgtacaac
VTLE TFA KEN SASVOAT MY N
Mot ivD
atgtcccagg agattctgcg agagttctct cagctcggct ccg tctetta ctcectgect
MSQEILREFS QLGS VSYS L P
aacaagcact actttgagat tgacctttcc tggcataagg gtc ttcagaa cactggcaag
NKHY FEI D LS WHKGLQNTGK
Region 1
aacgctgagg tgtacgctcc ccagagcaac cccaacggtc tta tcaagtg cactgtcacc
NAEV YAP QSN PNGL IKC TVT
cgtaacactg ctaagctcta agtaatttag ctacag ttta ttattttat g atattcaatt
RNT A KL *
PTS1
gatcctcatc ttcatcatcc ttatcacata ctgacttcca tag tgaaaaa tcatattccc

Abb. A-2. Nukleotidsequenz desAUOX-Gens vonA. adeninivoransLS3 und die daraus abgeleitete
Aminosauresequenz der Uratoxidase Auoxp.

Die potentielle Promotorregion (TATA-Box) in der-Bromotor-Region sowie ein putatives Poly(A)-
Signal in der 3'-Terminator-Region wurden fett uagtsiv gekennzeichnet. Die konservierten Sequenz-
motive wurden unterstrichen. Mit einer Wellenlinleurden das Start- sowie das Stopp-Codon her-
vorgehoben.
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Abb. A-3. Zusammenfassung der erstellten Vektorenif eine induzierbare Expression.

Die Genkarten der Vektoren enthalten die GrundetgenePromotor, Gen-ORF, Transkriptions-
terminator, 25S-rDNA-Fragmente und deh colispezifischen Anteil. Wenn die Grundelemente nicht
einzeln erkennbar sind, wurden endogene Promotoden Terminatoren zum ORF verwendet. Fir die
Klonierung notwendige Erkennungssequenzen fir REN@n abgebildet.

XXVIII



ANHANG

Abb. A-4. Zusammenfassung der erstellten Vektorenif eine konstitutive Expression.

Die Genkarten der Vektoren enthalten die GrundeteenePromotor, Gen-ORF, Transkriptions-
terminator, 25S-rDNA-Fragmente und ddh colispezifischen Anteil. Wenn die Grundelemente nicht
einzeln erkennbar sind, wurden endogene Promotoden Terminatoren zum ORF verwendet. Fir die
Klonierung notwendige Erkennungssequenzen fir REN@n abgebildet.
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