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2. Zusammenfasung

2. Zusammenfassung
21. Walk Through Rekombination

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine neue Methode der homologen in vitro Rekombination

entwickelt, die sogenannte Walk Through Rekombination, bestehend aus:

U-DNA!-Synthese von den Elterngen-Sequenzen

Fragmentsynthese mittels Kettenabbruchreaktion mit U-DNA als Template

Abbau der Template-U-DNA

Reinigung der Fragmente

Reassemblierung der Fragmente mit gleichzeitigem Abbau der terminierenden

Didesoxynukleotide

Die Entwicklung erfolgte anhand der Gen-Mutagenese der Alkalischen Phosphatase. Jeder
einzelne Schritt der Methode wurde unter Verwendung von DIG?-markierter DNA und
ihrem immunlogischem DIG-Nachweis verfolgt und optimiert. Somit konnte sowohl eine
zuverldssige als auch einfache Anwendung geschaffen werden. Die Funktionsfahigkeit der
entwickelten Methode wurde durch Rekombination von zwei Genen der Alkalischen
Phosphatase tiberpriift, die zueinander 81 % Sequenzidentitdt aufweisen. Anhand einer
Sequenzdatenanalyse  der rekombinierten Klone konnte die Existenz = von
Rekombinationsereignissen bestitigt werden. Die Walk Through Rekombination zeigt sich im
Vergleich mit anderen Methoden der homologen in vitro Rekombination als leistungsstark
hinsichtlich der Rekombinationseffizienz (100 %) und der Rekombinationsfrequenz (2,7 - 3,5
Rekombinationen je kbp). Die Besonderheit der Walk Through Rekombination ist der
minimale Abstand zwischen zwei Rekombinationsereignissen, der nachweislich nur 18 bp
und moglicherweise nur bis zu 3 bp betrdgt. Dies wird durch die grofle Vielfalt der
Fragmente ermoglicht. Die vergleichsweise erhthte Rate an Spontanmutationen (2,8 - 3,2 je
kbp) ist vermutlich auf die wiederholte Verwendung der Tag-Polymerase zuriickzufiihren.
Durch Variation verschiedener Parameter wie z.B. Fragmentlinge, Primerwahl und
Reassemblierungsbedingungen besteht ein weiteres Optimierungspotential hinsichtlich der

Rekombinationsfrequenz.

2.2,  Stabilisierung der Creatinase aus Erwinia sp.

Die thermische Stabilitit der Creatinase aus Erwinia sp. wurde durch evolutiondres
Proteindesign unter Beibehaltung der katalytischen Effizienz erhoht. Das Design umfasste
zwei Zyklen fehlerhafter PCR mit anschlieSendem Screening auf thermische Stabilitdt und

1 U-DNA: Uracil-haltige DNA
2 DIG: Digoxygenin 6



2. Zusammenfasung

Enzymaktivitdt bei Substratlimitation. Anschlieflend wurden die Aminosduren an den
identifizierten Positionen permutiert. Die finale Mutante CTsd”7 unterschied sich in ihrem
apparenten Schmelzpunkt um 8 °C vom Wildtyp. Die Stabilisierung wurde tiber thermische
und GdnHCl-induzierte Entfaltung untersucht und kann vermutlich auf eine Verzégerung
der Intermediatbildung im Entfaltungsprozess zurtickgefithrt werden, welcher mit
verzogerter Aggregationsbildung verbunden ist. Die spektroskopischen Untersuchungen
wurden durch ihre unterschiedliche Anzahl an Tryptophanen behindert und lassen nur
begrenzt die Aussage tiber identische Sekundarstrukturen zu. Aussagen {iber
Veranderungen in der Proteinstruktur, die zur Erhchung der thermischen Stabilitét fiithrten,
konnten mit Hilfe von Homologie-Modellierung der Proteinstruktur mit nur spekulativem

Charakter getroffen werden.
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3. Abkiirzungen

wt Wildtyp

z.B. zum Beispiel

Zeo Zeocin

AA Delta Absorption

3H Didesoxynukleotid am 3’-Ende

Einheiten wurden dem internationalen Standard entsprechend verwendet. Aminosduren

wurden im Ein- oder Dreibuchstaben-Code abgekiirzt.
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4. Englische Fachbegriffe

4. Erklarung englischer Fachbegriffe

Annealing

Blotting
Forward

Loop
Mismatch

Molecular Breeding

Parental

Primer Walking
Priming
Reverse
Screening
Shuffling

Spin Column

Walk Through

4.1.

Hybridisierung von einzelstrangigen komplementdren DNA-
Fragmenten

Ubertragen von Nukleinsduren oder Proteinen auf Membran
DNA-Syntheserichtung beziiglich der codierenden Sequenz ist vom N-
zum C-Terminus, Primer bindet am Antisense-Strang

ungeordnetes Sekundarstruktur-Element

Fehlpaarungen nichtkomplementérer Basen wihrend
Hybridisierung/Annealing

molekulare Ziichtung, Bezeichnung fiir das Shuffling von homologen
Genen verschiedenen Ursprungs

die Eltern betreffend: Elternklon, DNA des Elternklons

Die Sequenzierung grofierer DNA-Stiicke mittels intern bindender
Primer, die anhand der erhaltenen Sequenz entworfen werden
Annealing des Oligonukleotids (,,Primer”’) an die Template-DNA zur
Initiierung der DNA-Synthese

DNA-Syntheserichtung beziiglich der codierenden Sequenz ist vom C-
zum N-Terminus, Primer bindet am Sense-Strang

Testen einer grofien Probenanzahl

Mischen von DNA-Sequenzabschnitten

(-Chromatographie): Chromatographie mittels Zentrifugation durch
kleine Saulen

die zu rekombinierende DNA wird ,,in kleinen Schritten durchlaufen’

Warenzeichen

HiGH PURE, HIGH FIDELITY und LUMI-IMAGER sind Marken eines Unternehmens der Roche

Gruppe.
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5. Einleitung

5. Einleitung
5.1. Protein Engineering

,,Die Natur stellt eine eindrucksvolle Auswahl an Biokatalysatoren bereit, die zwar sehr gut
geeignet sind, Leben zu ermoglichen, normalerweise jedoch nicht so gut fiir technologische
Anwendungen zu verwenden sind. Ob Biokatalysatoren eine technologische Bedeutung
erlangen, hangt wesentlich davon ab, ob es uns gelingt, die natiirlichen Katalysatoren
entsprechend den Bediirfnissen ,,mafizuschneidern” oder diese neu zu entwerfen” (Zitat:
Arnold, 2001) .

Weltweit arbeiten Forschergruppen daran, natiirlich vorkommende Proteine hinsichtlich
ihrer physikalischen oder enzymatischen Eigenschaften gezielt zu verdndern, um sie fiir
biotechnologische oder pharmazeutische Anwendungen nutzbar zu machen. Ihr
Anwendungspotential ist sehr grofs und reicht von enantioselektiven Enzymen fiir die
organische Synthese (Koeller & Wong, 2001) iiber optimierte Bindungseigenschaften von
Antikorpern beispielsweise fiir die Krebsbehandlung (Verma et al.,, 1998) bis hin zum
Metabolic Engineering von Stoffwechselwegen fiir die Produktion pharmazeutischer
Molekiille und pharmazeutischer Zwischenprodukte wie z.B. Steroide, unnatiirliche
Aminosduren, Vitamine und pharmazeutische Intermediate (Chartrain et al.,, 2000 und
Dannert, 2000).

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit wird sich mit der Entwicklung einer neuen Methode

des Protein Engineering, der Walk Through Rekombination, beschéftigen.

5.2. Rationales Proteindesign

Fiir das Protein Engineering stehen den Forschern unterschiedliche Methoden zur Verfiigung.
Der klassische Ansatz des rationalen Proteindesign basiert auf der Strukturanalyse des
Proteins und der Vorhersage von niitzlichen Mutationen, die mittels ortsgerichteter
Mutagenese in das Protein eingefithrt werden. Da jedoch die Mechanismen, die zur
Veranderung der Proteineigenschaften fithren, noch nicht vollstindig verstanden sind, ist
das rationale Proteindesign mit hohem Zeit- und Kostenaufwand verbunden. Zuweilen ist
die erfolgreiche Verdanderung der gewiinschten Eigenschaften mit der Verschlechterung einer
anderen notwendigen Eigenschaft verbunden (ARNOLD, 2001). Da sich insbesondere die

Auswirkungen multipler Mutationen schwierig vorhersagen lassen, sind rationale Losungen
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fir komplexe Anforderungen, welche das Zusammenspiel weit voneinander entfernt

liegender Aminosdureaustausche benétigen, fast unmoglich (TOBIN ET AL., 2000).

5.3. Evolutiondres Proteindesign

Mit der Entwicklung von evolutiondren Methoden des Proteindesign wurde ein Durchbruch
im Bereich Protein Engineering erreicht. Diese Entwicklung ahmt die Gesetzmafigkeiten der
nattirlichen Evolution nach Charles Darwin nach, welche auf der Anpassung der
Organismen an verdnderte Umweltbedingungen mittels Zufallsmutationen und
Genrekombination beruht, nur die angepassten Organismen konnten tiiberleben und
Nachkommen bilden. Dieses Prinzip wurde zur Optimierung von Proteinen {ibernommen.
Die ,,Gerichtete Evolution” von Proteinen besteht aus zwei Schritten, der Herstellung einer
Mutantenbibliothek und der Identifizierung von Mutanten mit den erwiinschten
Eigenschaften. Dieser Prozess kann mit den Mutanten wiederholt werden, so dass durch die
Akkumulation geringer Verdnderungen tiber mehrere Mutentengenerationen hinweg grofse
Verdnderungen der Eigenschaften erzielt werden kénnen (ARNOLD, 2001). Die Methoden der
gerichteten Evolution sind funktionsorientiert. Im Gegensatz zum (in Abschnitt 5.3
angefithrtem) rationalen Proteindesign sind keine Daten zur Struktur oder zum

Mechanismus des Proteins notwendig.

5.4. ,You get what you screen for”

Die Suche nach verdnderten Varianten erfolgt durch ein geeignetes Screening- oder
Selektionssystem gemédfs dem ersten Gesetz der Zufallsmutagenese: ,,You get what you screen
for”” (YOU & ARNOLD, 1996). Die Screening-Bedingungen sollten demnach so gewahlt werden,
dass alle erwtinschten Eigenschaften optimiert oder zumindest kontrolliert werden. Auf
diese Weise konnen unerwiinschte Nebeneffekte, wie zum Beispiel ein verringertes
Expressionslevel, minimiert werden. Durch das Anlegen mehrerer Screening-Kriterien

konnen verschiedene Eigenschaften simultan optimiert werden.

5.5. Zufallsmutagenese

Die einfachste Moglichkeit zur Herstellung von Mutantenbibliotheken besteht in der
Einfiihrung zufélliger Punktmutationen z.B. durch fehlerhafte PCR (CADWELL & JOYCE, 1994).
Die meisten der 20 moglichen Aminosduren an einer Position sind schadlich und zerstoren
die Aktivitdt des Proteins. Nur wenige Aminosdureaustausche fithren zur gewiinschten
Veranderung der Funktion eines Proteins. Um einen hohen Anteil aktiver Klone zu erzeugen,

wird deshalb eine Mutationsrate mit nur ein bis zwei Aminosdureaustauschen je Protein
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gewdhlt (STEIPE, 1999). Diese Strategie der Zufallsmutagenese ist meist dann erfolgreich,
wenn solche Eigenschaften wie die Stabilitdt oder Aktivitdt eines Enzyms erhoht werden
sollen. Die entsprechenden Mutationen wirken hier oft additiv und konnen deshalb mittels
aufeinander folgender Mutagenese-Runden identifiziert und miteinander kombiniert werden
(DANNERT, 2001). Ist fiir die Etablierung neuer Proteinfunktionen jedoch ein Zusammenspiel

mehrerer Mutationen nétig, ist die Zufallsmutagenese nicht geeignet (DANNERT, 2001).

5.6. Homologe in vitro Rekombination am Beispiel des DNA Shuffling
Im Jahre 1994 wurde von W. STEMMER (A) das ,,DNA Shuffling’* (siehe Abbildung 1), die erste

und bahnbrechende Methode zur homologen in vitro Rekombination eingefiihrt.

Familie homologer Gene

4_

] — —
— _— - Fragmentierung
I I =
——— __ Reassemblierung

Abbildung 1 DNA-Shuffling
Die homologen Elterngene werden mit DNAse I fragmentiert und groflenfraktioniert. Anschlieffend werden die
DNA-Fragmente von z.B. 100 - 200 bp Lange in einer PCR-Reaktion ohne Primer zu Sequenzen der urspriing-
lichen Lange reassembliert.

Beim DNA Shuffling werden ein oder mehrere mutierte Elterngene mittels DNAsel-Verdau
zundchst fragmentiert und DNA-Fragmente der gewtinschten Grofse (z.B. zwischen 100 und
200 bp) isoliert. Die Fragmente werden in einer anschliefenden Reassemblierungsreaktion zu
chimdren  Gensequenzen der  urspriinglichen Ldnge  zusammengesetzt. Die
Reassemblierungsreaktion ist eine PCR-dhnliche Reaktion ohne Primer, in der homologe
Fragmente miteinander hybridisieren und an den tiberstehenden Enden von der Polymerase
zum Doppelstrang aufgefiillt werden konnen. Innerhalb der Zyklen von Denaturierung,

Annealing und Extension werden die kurzen DNA-Fragmente zu Gensequenzen der
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urspriinglichen Lidnge rekonstituiert, welche die Mutationen der Elterngene in
kombinatorischer Weise tragen. Zusétzlich produziert diese Methode Punktmutationen mit
einer Rate von 7/kbp (STEMMER, 1994, A).

5.7. Die Vorteile der Mutagenese mittels homologer Rekombination

Die besonderen Vorteile der homologen in wvitro Rekombination im Vergleich zur
Zufallsmutagenese (mittels z.B. fehlerhafter PCR) bestehen in der kombinatorischen
Anordnung von Mutationen und in der Fahigkeit zur Riickkreuzung, das heifst der
Entfernung schddlicher oder auch neutraler Mutationen. So kann ein grofierer Bereich des
,,Sequenzraumes” (jede Sequenz wird durch einen Punkt im Sequenzraum vertreten
betrachtet, KAUFFMAN & MACREADY, 1995) erreicht werden. STEMMER (1994, A) demonstrierte
das Potential dieser Methode am Beispiel einer B-Lactamase, deren minimale
Inhibitorkonzentration (MIC) gegeniiber dem Antibiotikum Cefotaxim nach drei Runden
DNA Shuffling und weiteren zwei Runden der Riickkreuzung mit der Elterngensequenz
32000-fach von 0,02 pg/ml auf 640 pg/ml gesteigert werden konnte. Zum Vergleich: Nach
drei Runden fehlerhafter PCR konnte die MIC der B-Lactamase von W. STEMMER jedoch nur
16-fach auf 0,32 ng/ml erhoht werden.

5.7.1.  Besonders leistungsstark: Family DNA Shuffling

Das DNA Shuffling entfaltet jedoch sein volles Potential erst, wenn es zur Rekombination
homologer Gene verwendet wird, die verschiedenen Organismen entstammen. Die
Forschergruppe um W. STEMMER (CRAMERI ET AL., 1998) fiihrte am Beispiel von vier
Cephalosporinase-Genen das sogenannte ,,Family DNA Shuffling” ein. Nach nur einer
Shuffling-Runde mit allen vier Elterngenen konnte die Moxalactamaseaktivitdt 270 bis 540-
fach erhoht werden, wahrenddessen das Shuffling einzelner Gene unabhéngig voneinander
nur eine achtfache Erhohung bewirkte. Der beste Klon beinhaltete acht Segmente von drei
der vier Elterngene und zusitzlich noch 33 Aminosdure-Punktmutationen. Die sehr hohe
Leistungsfahigkeit des ,,Family DNA Shuffling” (auch bekannt als , Molecular Breeding” =
, molekulare Ziichtung’) rithrt daher, dass durch den Austausch ganzer DNA-Blocke sich
die rekombinierten Sequenzen in vielen Aminosdurepositionen unterscheiden,
wdhrenddessen beim Shuffling eines einzelnen Gens nur Mutanten mit wenigen
Aminosdureaustauschen erhalten werden. Diese erhohte Sequenzvielfalt fiihrt zu einer

sparsameren Durchmusterung eines viel grofSeren Bereiches des ,,Sequenzraumes”.
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Weitere Erkldarungen zur Leistungsfahigkeit des , Family DNA Shuffling” sind z.B. in dem
Review von C. S. DANNERT (2001) zu finden: Im Gegensatz zur Zufallsmutagenese oder
Rekombination von Einzelgen-Varianten konnen mit der Rekombination homologer Gene
auch nichtadditive Mutationen kombiniert und somit neue Funktionen erschlossen werden.
Die Aminosdureunterschiede in homologen Genen, die bereits von der Natur auf ihre
Stabilitdat und Funktionalitdt hin ausgewdhlt wurden, ermoglichen die Rekombination zu
meist funktionellen Varianten. Die Kombination von neutralen Mutationen kann sogar zur
Bildung neuer FEigenschaften fiihren (DANNERT, 2001), was als , konstruktive neutrale
Evolution” (STOLZFUS, 1999) oder auch als ,Selektive Neutralitdt” (DEMETRIUS, 1997)

beschrieben wurde.

Weitere wichtige Riickschliisse zum Potential der Family Shuffling-Technologie wurde aus
folgender Arbeit gezogen (NESS ET AL., 1999). Es wurden 26 homologe Gene aus vier
phylogenetischen Unterfamilien der Protease Subtilisin rekombiniert, einschliefdlich einer
bereits sehr ausgereiften Variante (mit dem Namen ,Savinase”). FEine nur kleine
Mutantenbibliothek von 654 Varianten wurde auf vier Eigenschaften getestet: Aktivitadt bei
23 °C, thermische Stabilitdt, Losungsmittelstabilitit und pH-Abhéngigkeit. Die Ergebnisse
belegten, dass nicht nur einzelne Eigenschaften verdndert, sondern viel wichtiger,
verschiedene Eigenschaften in einer Mutante kombiniert werden konnen. Interessanterweise
wurden auch Gensequenzen inaktiver Elternvarianten in einigen hochaktiven
Nachkommenklonen gefunden. Sehr bemerkenswert ist, dass fiir zwei der getesteten
Eigenschaften, thermische Stabilitat und Aktivitit bei 23 °C/pH 10, der beste Elternklon nicht
derjenige war, der auf Sequenzebene dem identifiziertem Nachkommen am né&chsten war.
Demnach wire der beste Elternklon wahrscheinlich auch nicht der beste Ausgangsklon fiir

eine Einzelgen-Evolution gewesen.

Diese zuletzt beschriebene Beobachtung wurde in den Review von C.S. DANNERT (2001) zu
einem Gesetz zur Wahl der Elterngene formuliert: ,,Die genotypischen Eigenschaften eines
Elternproteins werden nicht immer sichtbar phenotypisch offenbart. Ihr genetisches Potential

tiir eine Entwicklung ist nicht einfach zu verstehen”.

5.8. Homologie-unabhingige Rekombination

Die homologe in vitro Rekombination weist zwei wichtige Limitationen auf, die diese von
anderen, nicht evolutiondren Methoden abgrenzt. Eine Begrenzung ist, dass sie recht hohe
DNA-Sequenzhomologien von mindestens 70 % (SIEBER ET AL., 2001) benctigen. Um diese

Barriere zu {iiberwinden, wurden verschiedene Methoden zur Homologie-unabhidngigen
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Rekombination entwickelt, wie zum Beispiel ITCHY (,,Incremental Truncation For The Creation
Of Hybrid Enzymes”, OSTERMEIER ET AL., 1999 A-C), Thio-ITCHY (ITCHY unter Verwendung
von Phosphothioat-Nukleotiden, LuTz ET AL., 2001) oder SHIPREC (,,Sequence Homology-
Independent Protein Recombination”, SIEBER ET AL., 2001). Die Methoden fiihren zur Bildung
von Fusionen an zufilligen Stellen zwischen zwei Proteinen oder Doménen. Diese Art der
Rekombination stellt neben oder in Ergdnzung zur homologen in vitro Rekombination ein
sehr wertvolles Werkzeug dar, um einen grofieren Bereich des ,Sequenzraumes” zu
durchsuchen. Allerdings sind die gegenwértigen Methoden zur Homologie-unabhéangigen

Rekombination noch auf ein Rekombinationsereignis pro Versuch beschrankt.

Gewissermafsen zwischen der homologen und der Homologie-unabhéngigen Rekombination
steht das Exon-Shuffling (KOLKMAN & STEMMER, 2001). Dies ist eine quasi homologe
Rekombination, in welcher Exons oder Kombinationen von Exons, die fiir Domainen
codieren, mit einer Mischung aus chimédren Primern amplifiziert werden, die wiederum
festlegen, welche Exons zusammen ,,gespliced” werden. Mischungen dieser PCR-Fragmente

werden dann in einer ,,selbst primenden Uberlappungs-PCR" kombinatorisch assembliert.

5.9. Die konservative Natur des genetischen Codes

Die zweite Begrenzung (siehe Abschnitt 5.8) der homologen in vitro Rekombination und auch
der Zufallsmutagenese mittels fehlerhafte PCR ist die konservative Natur des genetischen
Codes. Das heifst, ein Einzelbasenaustausch in einem Codon kann zu durchschnittlich 7 der
19 theoretisch moglichen Aminosdureaustauschen fiihren, die typischerweise dhnliche
physikochemische Eigenschaften aufweisen (DANNERT, 2001). Beide Methoden, sowohl die
homologe in vitro Rekombination als auch die fehlerhafte PCR erzeugen nur
Einzelbasenaustausche. Diese Limitation kann durch Kombination mit Methoden, die ganze
Codons austauschen, iiberwunden werden. Beispielsweise konnte durch die Anwendung
von Sdttigungsmutagenese nach erfolgter fehlerhafter PCR die effiziente Verdnderung von
Proteineigenschaften gezeigt werden (MYAZAKI & ARNOLD, 1999). Durch die Verwendung
von Sittigungsmutagenesen konnen Mutationen nicht an zufélligen Positionen eingefiihrt
werden, diese Positionen miissen im Vorfeld als sogenannte ,,Hot Spots” identifiziert worden
sein. Dieses Problem kann mit einer neuen von MURAKAMI und seinen Kollegen (2002)
entwickelten Methode umgangen werden, die es ermdglicht, an jeder zufilligen Position eine

frei wiahlbare Anzahl von Basen fiir eine Codon-basierende Zufallsmutagenese einzubauen.
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5.10. Beispiele fiir die Optimierung mittels gerichteter Evolution

Im folgenden Abschnitt soll an fiinf Beispielen demonstriert werden, wie mit Hilfe
evolutiondrer Methoden des Proteindesigns sehr verschiedene Eigenschaften von Proteinen

optimiert werden konnten.

Ein Beispiel fiir die erfolgreiche Optimierung eines Enzyms mittels gerichteter Evolution ist

die Inversion der Enantioselektivitdt einer Hydantoinase (OLIVER ET AL., 2000) fur die

Verwendung zur L-Methionin-Produktion in E. coli. Dies erfolgte mittels zwei aufeinander

folgender Runden fehlerhafter PCR und anschlieflender Sattigungsmutagenese.

Im Labor von FRANCES ARNOLD (GLIEDER ET AL., 2002) wurde mit insgesamt fiinf Runden
fehlerhafter PCR und homologer Rekombination (StEP: ,,Staggered Extension Process”, siehe
Abschnitt  5.12.3) eine  Cp»-Cis-Fettsdure-Monooxygenase in  einen  effizienten

Enzymkatalysator zur Umsetzung von Alkanen zu Alkoholen konvertiert. Das entwickelte

Enzym ist ein 16sliches Monomer und benétigt keine weiteren Proteine zur Katalyse und

erdffnet somit neue Moglichkeiten fiir chemische Synthesen und biologische Sanierungen.

Eine andere Forschergruppe (SOONG ET AL., 2000) verdnderte ein murines Leukdmia-Virus
(MLV) hinsichtlich eines vollig neuen Tropismus’ fiir Chinese Hamster Ovary (CHOK1)-Zellen,

indem sie sechs env-Gene, die fiir virale Hullproteine von MLVs codieren, mittels DNA
Shuffling oder Molecular Breeding rekombinierten. Dieses Beispiel demonstriert, dass mit Hilfe
des Molecular Breeding Vieren fiir die Anwendung in der Gentherapie oder als Impfstoffe

optimiert werden konnen.

C. S. DANNERT (2000) und ihre Kollegen erweiterten die Anwendungen der gerichteten

Evolution zum Molecular Breeding eines ganzen Stoffwechselweges zur Biosynthese von

Carotinoiden in E. coli. Sie kombinierten die rationale Assemblierung von Carotinoid-

Biosynthese-Genen mit dem Molecular Breeding von zwei Schlisselenzymen, die die

Richtungen in dem reich verzweigten Stoffwechselweges vorgeben. Auf diese Weise wurde
gezeigt, dass durch Kombination von rationaler Assemblierung von Stoffwechselweg-Genen
mit evolutiondren Methoden die Produktion neuer Verbindungen in einfachen
Labororganismen moglich ist, die aus nattirlichen Ressourcen oder durch chemische

Synthesen nicht zugdnglich wéren.
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Ein sehr beeindruckendes Beispiel fiir die Optimierung von Bindungseigenschaften ist die

Antigen-Bindungsaffinitdt eines scFv-Antikorpers (Singel Chain Antibody Variable Region
Fragments) gegen zundchst Fluorescein (BODER ET AL., 2000). Seine Dissoziationskonstante
wurde in vier Runden DNA Shuffling 1000-fach auf Kp = 48 fM gesenkt und zeigt somit eine
langsamere Dissoziationskinetik als die des sehr stabilen Steptavidin-Biotin-Komplexes.
Dieser Erfolg zeigte neue Wege fiir die Entwicklung von hochaffinen Antikorpern fiir ihren

therapeutischen Einsatz gegen Krebs und andere Krankheiten auf.

5.11. Entwicklung neuer Technologien

Der Erfolg bei der Optimierung biotechnologisch nutzbarer Proteine mittels evolutiondrer
Methoden hidngt im wesentlichen von folgenden drei Faktoren ab: (1) Die Auswahl und
Qualitdt der zur Verfiigung stehenden Molekiile, die als Eltern dienen sollen. (2) Die
Leistungsfahigkeit der zu verwendenden Mutagenese- oder Rekombinationsmethoden, um
biologische Vielfalt zu kreieren. (3) Die Art des Screening- oder Selektionssystems, die die

maximale Anzahl der zu untersuchenden Varianten bestimmt.

Zu jedem der drei Punkte wurden in den letzten Jahren eine Reihe neuer Technologien
entwickelt. Die Suche nach niitzlichen Aktivitdten aus nattirlichen Ressourcen wurde durch
die Entwicklung neuer Hochdurchsatz-Screening-Technologien und Methoden zum
Einsammeln von Genen aus der Umwelt und ihre rekombinante Expression erleichtert
(REVIEW: ARNOLD, 2001). Das effizientere Durchsuchen von Mutantenbibliotheken wird
durch die Entwicklung immer sensitiverer Screening-Methoden mit hoheren Durchsatzraten
ermoglicht, wie z.B. die phenotypische Selektion, Enzymaktivitdtstests in Mikrotiterplatten,
Enzymaktivitdtstests auf Substrat-haltigen Agarplatten, Weiterentwicklungen der Phage
Display-Technologie in Kombination mit Durchfluss-Zytometrie und Technologien basierend
auf kiinstlichen Kompartmenten (Review: OLSEN, 2000). Im folgenden wird sich jedoch auf
die Entwicklung der Methoden zur homologen Rekombination konzentriert, die es
ermoglichen, eine grofie Vielfalt der biologischen Molekiile zu erstellen, um eine effiziente

Durchmusterung des ,,Sequenzraumes” zu erlauben.
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5.12. Uberblick derzeit verfiigbarer Methoden der homologen in vitro
Rekombination

Da die Technologien der homologen Rekombination sehr gute Ergebnisse bei der
Optimierung von Proteinen ermoglichen, wurde viel Engagement auf die Entwicklung neuer
und effizienterer Methoden verwendet. In den letzten Jahren wurden einige Methoden
publiziert, die im Wesen ihrer Durchfiihrung auf folgende fiinf Methoden reduziert werden
konnen: DNA Shuffling, RPR (Random Priming Rekombination), StEP (Staggered Extension
Process), Heteroduplex Rekombination und RACHITT (Random chimeragenesis on transient

templates). Diese werden in den folgenden Abschnitten genauer betrachtet.

5.12.1. DNA-Shuffling

Zum Prinzip des DNA Shufflings (STEMMER, 1994) siehe Abschnitt 5.6. Dies ist bisher die

bekannteste und am héufigsten verwendete Methode der homologen in vitro Rekombination.

5.12.2. Random Priming Rekombination

Bei der Random Priming Rekombination (SHAO ET AL., 1998) werden kurze Einzelstrang-DNA-
Fragmente von der Eltern-DNA hergestellt, indem Primer mit zufilligen Sequenzen an den
Elternstrangen hybridisieren und mit Hilfe des Klenow-Fragments bis zu der Stelle
verldngert werden, wo bereits der nédchste Primer gebunden hatte. Die auf diese Weise
erhaltenen Fragmente werden von der Eltern-DNA abgetrennt und in einer

Reassemblierungs-PCR analog zum DNA Shuffling zu Genchiméren zusammengesetzt.

5.12.3. Staggered Extension Process

Der Staggered Extension Process (ZHAO ET AL., 1998) besteht aus einer PCR-dhnlichen Reaktion
mit extrem kurzen Extensionszeiten. Definierte Primer binden an die einzelstrangig
vorliegende Eltern-DNA und werden um ein nur kurzes Stiick verldngert. Nach dem
Denaturieren konnen diese kurzen Fragmente an eine andere Eltern-DNA hybridisieren und
wiederum um ein kurzes Stiick verlangert werden. Dieser Prozess wird so oft wiederholt, bis
DNA der urspriinglichen Linge erhalten wird. Die Durchmischung der Eltern-DNA wird
erreicht, indem die wachsenden Fragmente zwischen den Zyklen zu jeweils andere Template-

Molekiile wechseln kénnen.
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5.12.4. Heteroduplex Rekombination

Die Heteroduplex Rekombination (VOLKOV ET AL., 1999) basiert auf der in vitro
Hybridisierung homologer Elterngene, die somit Heteroduplex-Formationen bilden. Nach
der Transformation der Heteroduplex-DNA in einen geeigneten Wirtsorganismus, z.B. E. coli,
werden die Mismatch-Positionen der Heteroduplex-DNA von der Wirtszelle repariert
(Abbildung 2). Auf diese Weise entstehen doppelstrangige Molekiile, die die Sequenzen

beider Elterngene enthalten.

In vitro
Hetroduplex-Formation

g>>> Cp

ﬁ( 1] € ]

In vivo

'—| Reperatur

«
<

nach Volkov et al., 1999

Abbildung 2 Heteroduplex Rekombination
Durch Hybridisierung homologer Elterngene werden in vitro Heteroduplex-Formationen gebildet. Die
Heteroduplex-DNA wird in einen entsprechenden Wirtsorganismus (z.B. E. coli) transformiert. Die Mismatch-
Positionen der Heteroduplex-DNA werden von der Wirtszelle repariert.

5.12.5. RACHITT (Random chimeragenesis on transient templates)

Die RACHITT-Methode (Random chimeragenesis on transient templates) besteht aus mehreren
Schritten, die in Abbildung 3 schematisch dargestellt sind (Coco ET AL., 2001; WO 01/29211;
WO 01/29212). Zundchst wird einzelstrangige DNA der Elterngene fragmentiert und
Molekiile der gewiinschten Grofe isoliert. Der komplementdre DNA-Elternstrang wird als
Uracil-haltige DNA prépariert und dient fiir den nachfolgenden Schritt als ,,Gertist”. In
diesem hybridisieren die einzelstraingigen DNA-Fragmente an den Uracil-haltigen

komplementdren = DNA-Finzelstrangen. Die dabei entstehenden iiberhdngenden
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Fragmentenden werden mit Hilfe von Exonukleasen abgebaut und die Liicken mit
Polymerasen aufgefiillt und mit Ligasen verschlossen. Der Uracil-haltige Strang wird durch
eine Uracil-DNA-Glycosylase abgebaut und der chimire Einzelstrang in einer PCR zum

Doppelstrang aufgefiillt.

Familie homologer Gene

I — —
— — Fragmentierung
— S ———
=7 == — Hybridisierung
— - Verdau der Uberhinge und

Auffiillen von Liicken

Verdau der Template-DNA

nach Pelletier , 2001

Abbildung 3 RACHITT
Einzelstrangige DNA der Elterngene wird fragmentiert und grofienfraktioniert. Die einzelstrangigen Fragmente
werden an einen komplementiren (Uracil-haltigen) Template-DNA-Strang hybridisiert. Uberstehende
Fragmentenden werden nukleolytisch abgebaut. Liicken werden mit Hilfe von Polymerasen aufgefiillt und mit
Ligasen geschlossen. Danach wird die Template-DNA mittels einer Uracyl-DNA-Glykosylase abgebaut und in
einer PCR-Reaktion durch einem chiméren Strang ersetzt (COCO ET AL., 2001; WO 01/29211; WO 01/29212).

5.13. Begrenzungen der Methoden und Bedarf neuer Technologien

Wichtige Charakteristika einer leistungsfdhigen Methode der homologen in wvitro
Rekombination sind zuallererst (1) die Anzahl der Rekombinationsereignisse
(Rekombinationsfrequenz) innerhalb eines Reassemblierungsproduktes und (2) die Anzahl
chimdrer Rekombinationsprodukte (Rekombinationseffizienz). Mit Ausnahme der
RACHITT-Methode unterscheiden sich die in Abschnitt 5.12. vorgestellten Methoden
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hinsichtlich dieser Parameter nicht wesentlich von einander (siehe Tabelle 9). Die
Rekombinationsfrequenz betrdgt im Durchschnitt bis zu fiinf Rekombinationsereignisse je
kbp. Fast alle der Methoden produzieren bis zu 100 % chimé&re Rekombinationsprodukte. Die
RACHITT-Methode (Coco ET AL., 2001; WO 01/29211; WO 01/29212) bildet hinsichtlich der
Rekombinationsfrequenz  eine  positive = Ausnahme. Im  Durchschnitt konnten
11,2 Rekombinationsereignisse je kbp gezdhlt werden. Weitere wichtige Merkmale, die
allerdings nicht den entsprechenden Veroffentlichungen zu entnehmen sind, wéren (3) eine
einfache  technische  Durchfiihrbarkeit, (4) die gleichmafiige Verteilung der
Rekombinationsereignisse ohne methodisch verursachte Prédferenzen sowie (5) ein moglichst
kurzer Abstand zwischen zwei Rekombinationsereignissen. Die beiden letzten Eigenschaften

dienen der Erfassung eines moglichst grofien Bereich des ,,Sequenzraumes” (siehe
Abschnitt 5.7).

Derzeit besteht Bedarf an neuen Technologien, die in allen fiinf oben aufgefiihrten Punkten
bessere Ergebnisse ermoglichen. Deshalb war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, eine neue,

einfache und leitungsfahige Methode der homologen in vitro Rekombination zu entwickeln.

5.14. Ziel der Arbeit (1)

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine neue Technologie zur homologen in vitro
Rekombination zu entwickeln, die den in Abschnitt 5.13 benannten Kriterien entspricht.
Ausgangspunkt der Arbeite war folgende Idee: Mit Hilfe der Kettenabbruchmethode nach
SANGER (1977), die fur die Sequenzierung von DNA entwickelt wurde, sollen DNA-
Fragmente der Elterngensequenzen synthetisiert werden. Die Synthese erfolgt in einer
Polymerase-vermittelten Strangsynthese in Gegenwart von Desoxynukleotiden (dANTPs) und
Didesoxynukleotiden (ddNTPs). Der Einbau eines ddNTPs fiihrt aufgrund der fehlenden 3’-
OH-Gruppe zum Abbruch der Synthesereaktion. Da die Fragmentsynthese an jeder
denkbaren Position abbricht, wird eine sehr grofie Vielfalt an Fragmenten erhalten. Die so
erhaltene vielfdltige Fragment-DNA soll anschliefsend in einer Reassemblierungs-PCR zu
Genchimdren der vollstindigen Lidnge zusammengesetzt werden. Die Reassemblierungs-
PCR ist eine PCR-dhnliche Reaktion ohne Primer, in der Fragmente aufgrund ihrer
Sequenzhomologie miteinander hybridisieren und an den tiberstehenden Enden durch die
Polymerase aufgefiillt und verlingert werden. Weil aber die Fragmente am 3’-Ende ein
Didesoxynukleotid tragen, welches von Polymerasen nicht verlingert werden kann, soll

dieses vorher in einer enzymatischen Reaktion abgebaut werden.
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Aufgrund der methodischen Besonderheiten dieser Technologie wurden gute Ergebnisse
hinsichtlich folgender Eigenschaften erwartet: Da mit Hilfe der
Kettenabbruchsynthesereaktion Fragmente in sehr grofler Vielfalt synthetisiert werden,
wurde erstens davon ausgegangen, dass diese Methode Rekombinationsereignisse an jeder
denkbaren Position zuldsst, unabhdngig von der Art des Nukleotides am 3’-Ende des
Fragmentes. Zweitens wird aus gleichem Grund ein kiirzerer Abstand zwischen zwei
Rekombinationsereignissen erwartet. Drittens sollte diese Grundidee ermdoglichen, eine
einfache und robuste Technologie zu entwickeln. Viertens und fiinftens soll diese
Rekombinationsmethode gute Ergebnisse hinsichtlich der Anzahl an
Rekombinationsereignissen und dem Anteil chimdrer Gene im Reassemblierungsprodukt
ermoglichen. Diese neu zu entwickelte Technologie wird im weiteren Walk Through

Rekombination genannt.

5.15. Creatinase aus Erwinia sp.

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit beschéftigt sich mit der Stabilisierung der Creatinase
(Creatin-Amidinohydrolase, EC 3.5.3.3) aus Erwinia sp. mit Hilfe von Methoden der
gerichteten Evolution. Die Creatinase aus Erwinia sp. ist ein ca. 46 kDa grofies Protein, deren
DNA-Sequenz und daraus abgeleitete Aminosduresequenz zu Beginn der Arbeit bekannt
waren. Der apparente Schmelzpunkt dieses Proteins betragt 58 °C. Die Creatinase aus Erwinia
sp. ist fiir ihre geplante Verwendung im Creatinintest (sieche Abschnitt 5.16) nicht geeignet, da
sie unter Lagerbedingung nicht stabil ist. Die Stabilitdt des Enzyms sollte erhoht werden,
indem der apparente Schmelzpunkt der thermischen Entfaltung auf mindestens 63 °C erhoht

werden sollte.

5.16. Creatininbestimmung

Die Creatinase katalysiert den zweiten Schritt der gekoppelten enzymatischen Reaktion zur
Bestimmung der Creatininkonzentration in Humanserum, -plasma und -urin (siehe
Abbildung 4). Der Creatinintest besteht aus vier Reaktionen: (1) Creatinin wird durch die
Creatininase zu Creatin hydrolysiert. (2) Das Creatin wird durch die Creatinase zu Sarcosin
und Harnstoff hydrolysiert. (3) Das Sarcosin wird durch die Sarcosinoxidase unter
Verwendung von Wasser und Sauerstoff zu Glycin, Formaldehyd und Wasserstoffperoxyd
umgesetzt. (4) Das entstandene Wasserstoffperoxyd bildet mit 4-Aminoantipyrin und
Trijodhydroxybenzoesdure unter katalytischer Einwirkung der Peroxidase einen

Chinoniminfarbstoff, der photometrisch gemessen werden kann.
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Creatinin entsteht im Muskelstoffwechsel aus Creatin oder Creatinphosphat, welche sich dort
zur Energiereserve befinden. Creatinin wird tiber die Nieren mit dem Urin ausgeschieden. Es
hat fiir den Korper keine besondere Bedeutung. Da es von den Nieren fast vollstandig filtriert

wird, wird es zur Uberprl'ifung der Nierenfunktion verwendet.

H
N . .
/\ HN=CH-NH.
HN=C =0 Creatininase I
I l + H.0 N - CH: - COOH
CH;-N = CH, |
CH,
Creatinin Creatin
HN =C - NH: H
I Creatinase l
N-CH.-COOH + H:0 N - CH:- COOH + H.N-CO-NH,
CH; iy
Sarcosin Harnstoff
Sarcosin-Oxidase
CH;-NH-CH.-COOH + 0O +H.0 NH:-CH;-COOH + HCHO + [H0:
Glycin Formaldehyd
Peroxidase
H:0: + 4-Aminoantipyrin-  + 2,4.6 -Trijodhydroxybenzoesinre Chinoniminfarbstoff  + 2 H,0 + HJ
Abbildung 4 Creatininbestimmung

5.17. Bisher bekannte Creatinasen

Creatinasen wurden in einigen Bakterien, wie in Pseudomonas putida (HOFFKEN ET AL., 1988),
in Alcaligenes (MATSUDA ET AL., 1986), in Flavobacterium sp. U-180 (KOYAMA ET AL., 1990), in
Bacillus sp. B-0618 (SUZUKI AT AL., 1993) und in Actinobacillus (PADMANABHAN ET AL., 2002)

gefunden, wobei ihnen allgemein eine Rolle im bakteriellen Creatinabbau zugeordnet wird.

Die Erwinia sp.-Creatinase weist zur Creatinase aus Pseudomonas putida 64 % Sequenzidentitit
auf. Letztere wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen eingehend charakterisiert. So wurde
von HOFFKEN und Kollegen (1988) ihre Rontgenkristallstruktur mit einer Auflésung von
1,9 A gelost. Dieses Enzym ist ein Homodimer mit 45 kDa je Untereinheit. Auf Basis von
Rontgenkristallstrukturen der Creatinase aus Pseudomonas putida mit Carbamoyl-Sarcosin
(ein sehr nah verwandtes Substratanalogon), Creatin (Substrat), Succinamic-Sdure und
Bikarbonat (beides Inhibitoren) konnte von COLL und Kollegen (1990) der mogliche

Reaktionsmechanismus dieser Creatinase abgeleitet werden. Weiterhin ist bekannt, dass die
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Creatinase aus Pseudomonas putida nur begrenzte funktionelle Stabilitdt zeigt und nach ihrer
Deaktivierung, Denaturierung oder Dissoziation nicht rekonstituiert werden kann. Von
SCHUHMANN und Kollegen (1993, A) wurde die Creatinase aus Pseudomonas putida
hinsichtlich ihres nativen und denaturiertem Zustand ausfiihrlich charakterisiert und ihre
Stabilitdt mittels geeigneter Losungszusdtze erhoht. Ein weiterer Ansatz zur Stabilisierung
der Creatinase aus Pseudomonas putida wurde von SCHUMANN ET AL (1993 B) beschrieben.
Mittels Zufallsmutagenese wurde eine Variante erzeugt, deren apparenter Schmelzpunkt
TMm@pp) gegentiber dem des Wildtypenzyms um 6,3 °C erhoht war. Die resultierende Mutante

tragt drei Aminosdureaustausche.

Auch die Rontgenkristallstruktur der Creatinase aus Actinobacillus ist (mit 2,7 A Aufldsung)
bekannt (PADMANABHAN & HORIKOSHI, 2002; PADMANABHAN ET AL., 2002). Allerdings waren
zum Zeitpunkt der Erstellung der vorliegenden Arbeit weder die Aminosduresequenz noch

die Raumkoordinaten dieser Creatinase zuganglich.

5.18. Stabilitit von Proteinen

Die rdaumliche Struktur und die Stabilitdt globuldrer Proteine wird hauptsdchlich durch
elektrostatische Kréfte zwischen polaren oder geladenen Gruppen und durch hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen unpolaren Aminosdureresten bedingt. Demgegentiber weist
das Protein im gefalteten Zustand ein Verlust an konformationeller Entropie auf. Die
resultierende Stabilitdt globuldrer Proteine ist sehr gering und entspricht einer geringen

Anzahl an schwachen intermolekularen Wechselwirkungen (JAENICKE, 1993 B; DILL, 1990).

Es gibt Mikroorganismen mit optimalen Wachstumstemperaturen von tiber 100 °C. Ihre
Proteine wurden in Verlauf der Evolution an extreme Temperaturen adaptiert. Diese Proteine
werden verwendet, um die molekulare Basis von Proteinstabilitit und Enzymfunktion zu
untersuchen. Es besteht ein breites Interesse darin, herauszufinden, welche Strategien von
der Natur verwendet werden, um Proteine von thermophilen Organismen zu stabilisieren.
Beim Vergleich der Proteinstrukturen mesophiler Organismen mit ihren thermophilen
Homologen konnte herausgefunden werden, dass die thermische Stabilitdt auf folgende
Effekte zuriickgefiihrt werden kann: erhohte Packungseffizienz (hauptsdchlich durch ,,van
der Waals"’-Wechselwirkungen), Netzwerke von Ionenpaaren und
Wasserstoffbriickenbindungen  (einschliefslich ~ «-Helix-Stabilisierung),  Verringerung
konformationeller Spannungen (Loop-Stabilisierung) und Resistenz gegen chemische
Modifizierungen (JAENICKE & BOEHM, 1998). Offensichtlich wurden von der Natur

verschiedene Strategien zur Thermostabilisierung von Proteinen verwendet (WINTRODE &

27



5. Einleitung

ARNOLD, 2001). Allgemeingiiltige Vorhersagen oder Regeln fiir das Stabilisieren von
Proteinen durch Aminosdureaustausche sind allerdings noch nicht moglich (BOEHM &
JAENICKE, 1994; JAENICKE, 2000). Somit ist die Anwendung des rationalen Proteindesigns
basierend auf bekannten Proteinstrukturen zur Losung dieser Probleme sehr schwierig. Seit
dem Aufkommen des evolutiondren Proteindesigns (siehe Abschnitt 5.3 ff) wurden den
Forschern neue Werkzeuge in die Hand gegeben, die die effiziente Stabilisierung von
Proteinen ohne detailliertes Wissen {iiber die Struktur-Stabilitdtsbeziehungen ermoglichen.
Ferner konnen auf diese Weise ein tieferes Verstdndnis der physikochemischen Beziehungen
zwischen Struktur und Stabilitdt und auch Erkenntnisse zur evolutiondren Adaptierung

extrem stabiler Proteine erhalten werden.

5.19. Gerichtete Evolution von thermostabilen Proteinen

Vorrangig aus den Laboren von FRANCES H. ARNOLD wurden Beispiele zur
Thermostabilisierung von Proteinen mittels wiederholter Zyklen fehlerhafter PCR,
Rekombination und Screening publiziert. In diesen Beispielen konnte in drei bis acht Zyklen
die thermische Stabilitdt von Proteinen um 14 °C bis 17 °C erhoht werden. Dies war mit 7 - 13
Aminosdureaustauschen verbunden (GIVER ET AL., 1998; ZHAO & ARNOLD, 1999; MIYAZAKI ET
AL., 2000; GERSHENSON ET AL., 2000).

In einem Beispiel der gerichteten Evolution zur Stabilisierung von Proteinen wurde mit sechs
Zyklen fehlerhafter PCR, Rekombination und Screening die Erhohung des Schmelzpunktes
Tm der p-Nitrobenzyl-Esterase aus Bacillus subtilis (GIVER ET AL., 1998) um 14 °C erreicht. Die

resultierende Mutante tragt acht Aminosdureaustausche.

In einem weiteren Beispiel (ZHAO & ARNOLD, 1999) wurde mit fiunf Generationen fehlerhafter
PCR, Rekombination und Screening das Bacillus subtilis-Enzym Subtilisin E in ein Enzym
konvertiert, welches in seinen Eigenschaften seinem thermophilen Homolog Thermitase aus
Thermoactinomyces vulgaris entspricht. Die Halbwertszeit bei 85°C (3,5min) und das
Temperaturoptimum Topt (76 °C) des entwickelten Enzyms Subtilisin E 5-3H5 sind identisch
zu denen der Thermitase. Das Temperaturoptimum Top ist nun 17 °C hoher und die
Halbwertszeit bei 65 °C betrdgt das 200-fache im Vergleich zum Subtilisin. Die Thermitase
unterscheidet sich vom Subtilisin E in 157 Aminosduren. Nur acht Aminosdureaustausche

waren jedoch notig, um Subtilisin E ebenso sehr zu stabilisieren.

Wie an den genannten Beispiel zu erkennen ist, sind nur wenige Aminosdureaustausche fiir

die deutliche Erh6hung der thermischen Stabilitidt notig. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
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sollte zur Stabilisierung der Creatinase die fehlerhafte PCR verwendet werden, welche

ebenfalls auf dem Austausch weniger Aminosduren beruht.

5.20. Ziel der Arbeit (2)

Die Creatinase aus Erwinia sp. soll hinsichtlich ihres apparenten Schmelzpunktes Twvpp) von
58 °C auf mindestens 63 °C unter Bewahrung ihrer katalytischen Eigenschaften bzw. ihrer
enzymatischen Effizienz verdndert werden. Dies soll mit Methoden der gerichteten
Evolution, genauer gesagt, mit fehlerhafter PCR und anschlieSendem Screening erreicht
werden und erfolgt in Kombination mit Saittigungsmutagenesen (Permutation von
Aminosduren) an den positiv identifizierten Positionen, um die Limitation durch die
konservative Natur des genetischen Codes (siehe Abschnitt 5.9) zu tiberwinden. Durch
vergleichende Untersuchungen zur resultierenden Mutante und dem Wildtyp-Enzym sollen

anschlieflend Hinweise zum Mechanismus der Stabilisierung erhalten werden.
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6. Material und Methoden

6.1. Materialien, Losungen und Medien

Materialien

1,4-Dithiothreitol
Agarose
Alkalische Phosphatase (Krabbe)

Ampicillin

Bacto Agar

Bacto Trypton

Bacto Yeast Extract
Bio-Rad Protein Assay
Bis-Tris NuPage-Gele
B-PER®

Centriplus YM-30
Creatin

CSPD

DEAE-Sepharose Fast Flow

DIG Luminescent Detection Kit

DIG Standard V, DIG-markiert
DNA-Langenstandard V
DNA-Langenstandard VIII
Essigsdure, p.A.

Ethidiumbromid
Guanidiniumhydrochlorid, ultrapure

High Pure Plasmid Isolation Kit

Kanamycin

ICN, Eschwege

Roche Diagnostics GmbH

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Merck KgaA, Darmstadt

Beckton Dickinson

Beckton Dickinson

Bio-Rad Laboratories GmbH

Invitrogen

Pierce

Millipore

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Amersham Pharmacia Biotech,

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Riedel-de-Haen, Seelze

Merck KgaA, Darmstadt

Applichem, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
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Lysozym

Microcon 50
Mikrotiterplatten

MnClz

Novex ® TBE-Urea-Gele
Nukleotide

Nylonmembran

Orange G

Phenylsepharose Fast Flow
POD

Proteinmarker Mark 12
QIAquick Gelextraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit

Applied Science, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Millipore

Beckton Dickinson

Merck KgaA, Darmstadt

Invitrogen

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Amersham Pharmacia Biotech,

Roche Diagnostics GmbH

Invitrogen

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Quikchange™ Site-Directed Mutagenesis Stratagen

Rapid DNA Ligation Kit
Restriktionsenzyme
Dialyseschldauche
Sarkosinoxidase
Superdex™ 200, prep grade
T4-DNA-Ligase

Tag-Polymerase

Tag-Polymerase/Exonuklease III
TBE

TBHB
TOPO® XL PCR Cloning Kit

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH

Amersham Pharmacia Biotech

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH

Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH

Invitrogen
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Ultrafiltrationszellen Millipore

Uracil-DNA-Glycosylase Roche Diagnostics GmbH Business Area Roche
Applied Science, Mannheim

Xcell II™ Blott Module Invitrogen

Xylencyanol Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Alle nicht aufgeftihrten Chemikalien wurden in p.a.-Qualitidt von den Firmen Riedel de Haen

(Seelze), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen.

Losungen und Medien

10 x TAE 400 mM Tris-Acetat, 10 mM EDTA, pH 8
10 x TBE 890 mM Tris-Base, 890 mM Borat, 20 mM EDTA, pH 8
LB-Medium 10 g/1 Trypton, 5 g/1 Hefeextrakt, 10/1 NaCl, pH 7,5

5 x DNA-Auftragspuffer 20 % Ficoll, 1 % SDS, 0,25 % Xylencyanol, 0,1 M EDTA, pH 8
10 x DNA-Auftragspuffer 0,3 % Orange G, 50 mM EDTA in Formamid

(denaturierend)

Zur Selektion wurden den Medien Antibiotika in folgenden Konzentrationen zugesetzt:
Ampicillin 100 ng/ml
Kanamycin 50 ug/ml

Zum Herstellen von Agarplatten wurden den Medien vor dem Autoklavieren 15 g/1 Bacto-
Agarpulver beigeftigt. Alle zum sterilen Arbeiten mit Nukleinsduren verwendeten Puffer,
Losungen und Medien wurden vor der Verwendung autoklaviert. Nicht hitzebestandige
Komponenten, wie Antibiotika, wurden sterilfiltriert (Membranfilter von MILLIPORE, 0,25 pm
Porendurchmesser) und den autoklavierten Losungen nach dem Erkalten zugesetzt. Zum

Herstellen von Puffern und Losungen wurde Millipore-Wasser verwendet.
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6.2. Bakterien und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind in Tabelle 1, die verwendeten

Vektoren und Plasmide in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 1

Ubersicht der verwendeten Bakterienstimme

Stamm

Genotyp Referenz/Quelle

E. coli XL1-Blue

recAl endA1l gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac[F’ proAB  Sratagene

lacli ZAM15 Tn10 (Tetr)]
E. coli HB 101 thi-1 hsdS20 (rs-, ms-) supE44 recA13 ara-14 leuB6 proA2 lacYl Promega
galK2 rpsL20 (strr) xyl-5 mtl-1
Tabelle 2 Ubersicht der verwendeten Vektoren und Plasmide
Vektoren Beschreibung Referenz/Quelle
pKK177-3HB Pyg, ApR Dr. Zhixin Shao, Roche Diagnostics GmbH
pCRe-XL- P, KanR, ZeoR, lacZ«, ccdB INVITROGEN
TOPO®
Plasmide Beschreibung Referenz/Quelle Bezeichnung
pCA3 P,,g, Creatinase aus Erwinia sp., ApR Dr. Zhixin Shao, Roche pCTwt (Wildtyp-
Diagnostics GmbH Creatinase)
pCT1m7 Mutante von pCTwt Diese Arbeit
pCT1m24 Mutante von pCTwt Diese Arbeit
pCT2m9 Mutante von pCTwt Diese Arbeit
pCT2m10 Mutante von pCTwt Diese Arbeit
pCTsd2 Mutante von pCTwt Diese Arbeit
pCTqc2 Mutante von pCTwt Diese Arbeit
pCTsd7 Mutante von pCTwt Diese Arbeit
pES10 P,.q, mgl-Signalpeptid, reife PLAP (Alkalische Beck & Burtscher, 1994 pHPAP (Human
Phosphatase aus humaner Plazenta), Phage-fd- Placental Alkaline
Terminator-Region , Ap®R Phosphatase)
plA2B PES10 mit einer 16slich und aktiv exprimierenden Dr. Zhixin Shao, Roche PCIAP (Calf Intestinal
Alkalischen Phosphatase II aus Kilberdarm Diagnostics GmbH Alkaline Phosphatase)

33



6. Material und Methoden

6.3.

Oligonukleotide

Es wurden HPLC-gereinigte Oligonukleotide der Firma Thermo Hybaid verwendet. Fiir

ortsgerichtete Mutagenese wurden die Oligonukleotide zusitzlich tiber Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) gereinigt.

Tabelle 3

Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide

Oligonukleotide Sequenz

fiir Creatinase

Fiir Fehlerhafte

PCR:

ECF21 CAG GAA ACA GAATTC ATG ACT

HIR21 CCA AAA CAG CCA AGCTIT CAG

Fiir Sdttigungs-

mutagenese:

CT59F GCA TCA ATT ACT ACT CTG GAN NNC TGT ACT GCT ATT TCG GCC GC

CT59R GCG GCC GAA ATA GCA GTA CAG NNN TCC AGA GTA GTA ATT GAT
GC

CT130F CGG TAT CGA GTT CGA TCA CGT GNN NCT TGA CTT CCG CCG C

CT130R GCG GCG GAA GTC AAG NNN CAC GTG ATC GAA CTC GAT ACCG

CT203F CGC CAC AAC CAA TGC GNN NGT CCG CGA GAT CGC C

CT203R GGC GAT CTC GCG GAC NNN CGC ATT GGT TGT GGC G

CT395F CAT TAC CGG ATT CCC CNN NGG GCC TGA GCACAAC

CT395R GTT GTG CTC AGG CCC NNN GGG GAA TCC GGT AATG

Fiir Ortsgerichtete

Mutagenese:

CTEF59W-F GCA TCA ATT ACT ACT CTG GAT GGC TGT ACT ACT GCT ATT TCG GCC
GC

CTF59W-R GCG GCC GAA ATA GCA GTA CAG CCA TCC AGA GTA GTA AAT GAT GC

CTF395L-F CAT TAC CGG ATT CCC CCT GGG GCC TGA GCACAAC

CTF395L-R GTT GTG CTC AGG CCC CAG GGG GAA TCC GGT AATG

Oligonukleotide Sequenz

fiir Alkalische

Phosphatase

APhpaF CTT CGG CGT TCA GTA ACA CGC

DIG-AP DIG- CTT CGG CGT TCA GTA ACA CGC

APxbaR GCT TTC GAG GTG AATTTC GACC

CIAPint1F GGT CAC GTC TGT GAT CAA CCG

CIAPint1R CGG TTG ATC ACA GAC GTG ACC
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CIAPint2F GGC AA GCT TAT ATG GCA CTG AC

CIAPint2R GTC AGT GCCATATAAGCTTGCC

HPAPint1F CCA AGA AAG CAG GGA AGT CAG TG

HPAPint1IR CACTGA CIT CCCTGCTTT CTT GG

HPAPiInt2F CAT GTT CGA CGA CGC CATTGA G

HPAPint2R CTC AAT GGC GTC GTC GAA CATG

6.4. Gerite

UV-Transilluminator Herolab GmbH, Wiesloch
Mehrkanalpipetten Biohit

Gradientencycler Eppendorf

Brutschiittler Infors AG, Bottmingen, Schweiz
Tischzentrifuge Neolab, Heidelberg
Photometer Cary 50 Varian

Power Supply Amersham Biosciences
Brutschrank WTC Binder, Tuttlingen
Inkubator Memmert

Zentrifuge Sorvall RC 5B Du Pont

Alle nicht genannten Geréte sind im Methodentext aufgefiihrt.

6.5. Computerprogramme

Die Analyse von DNA-Sequenzen erfolgte mit dem Programm Clustal W, Version 1.7; die
Analyse von Proteinsequenzen mit dem Programm AAMWT (beides Wisconsin Package
Version 10.2, Genetics Computer Group [GCG], Madison, Wisc.). Die Berechnung und
graphische Darstellung von Daten erfolgte entweder mit dem Programm SigmaPlot Version
5.0 (Jandel Scientific Software, San Rafael, USA) oder mit Microsoft® Excel 2000. Die
Darstellung der DNA- oder Protein-Abbildungen erfolgte unter Verwendung des
Programms LISCAP (Capture Application) und der Microsoft®-Programme Power Point®
2000 und Corel Draw 8.
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6.6. Molekularbiologische Methoden

6.6.1. Transformation in chemisch kompetente E. coli-Zellen

Superkompetente XL1-Blue-Zellen (STRATAGENE) wurden nach einer vereinfachten Version
des Herstellerprotokolls mit Plasmid-DNA transformiert. Dazu wurden 100 pl eiskalte
50 mM CaClx-Losung mit 50 pl auf Eis aufgetauten Zellen und 1 ul DNA-Losung gemischt
und 10 min auf Eis inkubiert. Die Suspension wurde 45 sec im Wasserbad bei exakt 42 °C
erhitzt und wiederum 2 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium wurden
die Zellen 45-60 min bei 37 °C und 225 U/min kultiviert und schlieSlich je 10 und 100 pl des
Transformationsansatzes auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum appliziert.

Diese Agarplatten wurden tiber Nacht (iiN) bei 37 °C belassen.

Die Transformation von E. coli wurde erstmals von MANDEL & HIGA (1970) beschrieben.
Spdtere Modifizierungen zur Erhohung der Transformationseffizienz beinhalteten eine

verldngerte Exposition der Zellen mit CaCl> (DAGERT & EHRLICH, 1979).

6.6.2. Transformation von E. coli mittels Elektroporation

Die Herstellung elektrokompetenter Zellen von E. coli sowie die Transformation mit Plasmid-
DNA wurde gemédfs dem Protokoll aus CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY 1.8.4
durchgefiihrt.

Elektroporation ist eine effiziente Methode, um Nukleinsduren in pro- oder eukariotische
Zellen einzubringen. Bei dieser Technik werden die Zellen fiir kurze Zeit einem elektrischen
Hochspannungsfeld ausgesetzt, wobei offenbar in der Zellmembran Locher entstehen, durch

die DNA aufgenommen wird (SHIGEKAWA & DOWER, 1988).

6.6.3. Kultivierung und Konservierung von E. coli-Staimmen

Die E. coli-Stamme XL1-Blue und HB101 wurden bei 37 °C und 225 U/min in LB-Medium
kultiviert. Stimmen mit Plasmiden wurde das entsprechende Antibiotikum zugesetzt.
Kulturen mit Inkubationszeiten von mindestens 14 h wurden als Ubernacht-(iiN)-Kulturen
bezeichnet. Vorkulturen wurden mit Einzelkolonien von LB-Agarplatten oder direkt aus
einer Glycerinkultur angeimpft. Zur Konservierung der Bakterienstimme wurden zu 500 pl
einer UN-Kultur 500 pul einer 40 %-igen Glycerinlosung gegeben und diese bei -80 °C
gelagert.
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6.6.4. Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte durch Verwendung des ,HIGH PURE
PLASMID ISOLATION KiTs der ROCHE DIAGNOsTICS GMBH BUSINESS AREA ROCHE APPLIED
SCIENCE (Mannheim) gemif den Angaben des Herstellers. Die DNA wurde mit Wasser

eluiert.

Diese Methode beruht auf folgendem Prinzip: Nach alkalischer Lyse nach BIRNBOIM & DOLY
(1979) und RNAse-Verdau wird der Extrakt in Anwesenheit des chaotropen Salzes GdnHCl
auf Glasfaser-Sdaulchen gegeben, an denen die Plasmid-DNA selektiv bindet (VOGELSTEIN &
GILLESPIE, 1979). Die gebundene Plasmid-DNA wird in mehreren Waschschritten gereinigt

und mit Niedrigsalz-Puffer oder Wasser eluiert.

6.6.5. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Fiir analytische Amplifizierung und die Methodenentwicklung der Walk Through
Rekombination wurde wegen ihrer hohen Prozessivitit die Tag-Polymerase (ROCHE
D1AGNOsTICS GMBH BUSINESS AREA ROCHE APPLIED SCIENCE, Mannheim) verwendet. Der PCR-
Ansatz enthielt 10 - 20 ng Template-DNA, je 10 - 20 pmol der Primer, je 0,2 mM dNTPs,
1,5 mM MgCl> und 1 - 2,5 U Tag-Polymerase in 50 pl. Die Temperaturprogramme wurden in
Hinblick auf die Amplifizierung des Creatinase-Gens und des Alkalische-Phosphatase-Gens

optimiert:

Vorgang Creatinase Alkalische Zyklen
Phosphatase

Initiale Denaturierung 95 °C, 5 min 94 °C, 5 min 1
Denaturierung 95 °C, 1 min 94 °C, 1 min
Annealing 65 °C, 1 min 60 °C, 1 min 30
Extension 72 °C, 2 min 72 °C, 2 min
Finale Extension 72 °C, 10 min 72 °C, 10 min 1

6.6.6. Reinigung von PCR-Produkten

Zum Abtrennen von Nukleotiden, Primern und Salzen von den PCR-Produkten fiir ihre
anschlieffende Behandlung mit Restriktionsenzymen wurde der QIAQUICK PCR PURIFICATION
KIT der Firma QIAGEN gemifd den Angaben des Herstellers verwendet. Die DNA wurde mit

Wasser eluiert.
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Das QIAQUICK-Prinzip beruht auf Bindung von Nukleinsduren an Silicagel-Membran-
Sdulchen in Anwesenheit des chaotropen Salzes GAnHCI (VOGELSTEIN & GILLESPIE, 1979). Die
gebundene DNA wird in mehreren Waschschritten gereinigt und mit Niedrigsalz-Puffer

oder Wasser eluiert.

6.6.7.  Gelelektrophorese von Doppelstrang-DNA

Doppelstrangige DNA-Fragmente mit einer Linge von 0,5-5 kb wurden in 1 %-igen
Agarose-Gelen mit entweder 1 x TBE oder 1x TAE (bei prdparativen Agarose-Gelen) als
Elektrophoresepuffer in horizontalen Gelkammern (PHARMACIA BIOTECH) spannungslimitiert
bei 100 - 120 V aufgetrennt. Die Elektrophoresedauer betrug je nach Gelgrofie 30 - 120 min.
Die Markierung der DNA erfolgte mit Ethidiumbromid mit einer Endkonzentration von

1 pg/ml, das der flissigen Agaroselosung vor dem Giefien der Gele zugesetzt wurde.

6.6.8. Denaturierende Polyacrylamid-Gelektrophorese von Einzelstrang-DNA

Die elektrophoretische Auftrennung von Einzelstrang-DNA-Fragmenten erfolgte in
denaturienden 6 %-igen Polyacrylamid-Gelen (NOVEX ® TBE-UREA-GEL) in TBE-Laufpuffer
bei 180 V gemdfs den Herstellerangaben. Die Proben wurden vor dem Auftrag 5 min bei
95 °C in Auftragspuffer (10 x Auftragspuffer: 0,3 % Orange G, 50 mM EDTA in Formamid)
denaturiert. Zum Auflosen von Doppelstrangen oder Sekundérstrukturen enthielten die Gele
7 M Harnstoff. Fiir einen sehr sensitiven Nachweis der DNA wurde diese vorher mit DIG
markiert (siehe Abschnitt 6.6.18). Nach der Elektrophorese wurde die DNA auf eine

Nylonmembran transferiert und immunologisch detektiert (sieche Abschnitte 6.6.19 f).

6.6.9.  Elution von DNA aus Agarose-Gelen

Die Elution von DNA aus Agarose-Gelen wurde mit dem QIAQUICK GELEXTRACTION KIT der
Firma QIAGEN gemifd den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Methode beruht auf
einer Solubilisierung der Agarose und anschlieflender Bindung der DNA an Silicagel-

Membran, wie in Abschnitt 6.6.6 beschrieben wurde.

6.6.10. DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Zur DNA-Spaltung wurden Restriktionsenzyme der Firma ROCHE DiaGNostTics GMBH
BUSINESS AREA ROCHE APPLIED SCIENCE (Mannheim) verwendet. Die eingesetzte Enzymmenge
berechnete sich anhand der Unit-Definition fiir Restriktionsenzyme. Es wurde darauf
geachtet, dass das Volumen der Enzymlosung nicht mehr als 10 % (v/v) des

Restriktionsansatzes betrug, um eine Unspezifitit der Enzymaktivitit zu vermeiden
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(,,Sternaktivitdten”). Die Inkubationstemperatur richtete sich nach den Angaben des
Herstellers und wurde fiir eine Dauer von 30 min bei analytischen Restriktionen bzw. fiir

eine Dauer von 2 h bei praparativen Restriktionen durchgefiihrt.

6.6.11. Dephosphorylierung von DNA-Enden

Die Dephosphorylierung des linearisierten Vektors verhindert dessen Rezirkularisierung
wdhrend der Ligation {iiber Restriktionsschnittstellen und wurde bei schwierigen
Klonierungen durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde die Alkalische Phosphatase aus
Krabben (ROCHE DIAGNOSTICS GMBH BUSINESS AREA ROCHE APPLIED SCIENCE, Mannheim)

gemdfs den Angaben des Herstellers verwendet.

6.6.12. DNA-Ligation iiber Restriktionsschnittstellen

Die Ligation von Restriktions-gespaltenen DNA-Fragmenten erfolgte unter Verwendung der
T4 DNA LIGASE (ROCHE DIAGNOSTICS GMBH BUSINESS AREA ROCHE APPLIED SCIENCE,
Mannheim) oder des RAPID DNA LIGATION KiTs (ROCHE DIAGNOSTICS GMBH BUSINESS AREA
ROCHE APPLIED SCIENCE, Mannheim; enthdlt ebenfalls T4 DNA-Ligase) gemdfs den Angaben
des Herstellers. Als Ligationskontrolle wurde stets die Vektor-DNA in Abwesenheit der

Insert-DNA mitgefiihrt, um den Anteil der Rezirkularisierung kontrollieren zu kénnen.

6.6.13. DNA-Ligation mittels TOPO ® PCR- Klonierung

Die sehr effiziente Klonierung in den Vektor pCR®-XL-TOPO® (Toro ® XL PCR CLONING KT,
INVITROGEN) wurde angewendet, wenn die Strategie der Klonierung tber
Restriktionsschnittstellen ohne Erfolg war. Sie besteht aus einer Topoisomerase-vermittelten
Ligation (SHUMAN, 1994) eines PCR-Produktes mit Einzel-3'Deoxyadenosin-Uberhang (A) in
einen Vektor mit Einzel-3'Deoxythymidin-Uberhang (T). Die Stelle der Insertion befindet sich
im Leseraster fiir das letale Gen ccdB (DNA-Gyrase-Inhibitor), welches mit dem C-Terminus
des LacZa-Fragments fusioniert ist. Die Ligation eines langen PCR-Produktes unterbricht die
Expression der lacZa-ccdB-Genfusion und ermdoglicht somit nur positiven Rekombinanten
das Uberleben nach der Transformation (BERNARD ET AL., 1994).

Der fiir die Klonierung benétigte A-Uberhang am PCR-Produkt wird wihrend der PCR-
Reaktion an die DNA angefiigt, da die Tag-Polymerase iiber eine Template-unabhidngige
Terminale Transferase-Aktivitit verfiigt. Die TOPO®-Klonierung erfolgte gemdfs den

Angaben des Herstellers.
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6.6.14. Sequenzierung von Plasmid-DNA

DNA-Sequenzierungen wurden bei der Firma SEQUISERVE (Vaterstetten) in Auftrag gegeben.
Die DNA aller Mutanten der Creatinase oder der Alkalischen Phosphatase wurden, auch bei

gezielten Punkmutationen, komplett sequenziert.

6.6.15. Zufallsmutagenese mittels fehlerhafter PCR (mPCR)

Zur Einfithrung verschiedener Mutationen ohne Priferenzen fiir eine der moglichen Arten
des Basenaustausches wurde ein Protokoll fiir fehlerhafte PCR nach CADWELL ET AL. (1994)

angewendet. In diesem Protokoll wurden einige Parameter optimiert:

- Fur die fehlerhafte PCR wird tiblicherweise die Tag-Polymerase verwendet, da sie nicht
tiber die Fahigkeit zur Fehlerkorrektur verfiigt. Die Menge an eingesetzter Polymerase
wird erhoht, um die Kettenverldngerung hinter Positionen mit Mismatch-Paarungen zu

unterstiitzen.

- Der Einsatz hoherer MgCl>-Konzentrationen erleichtert die Hybridisierung der DNA-

Strange und fiihrt somit zur Stabilisierung nichtkomplementédrer Basenpaare.
- MnCl» wird hinzugefiigt, um die Template-Spezifitat der Tag-Polymerase zu storen.
- Die Konzentrationen an dCTP und dTTP sind erhoht, um Fehleinbau zu begtinstigen.

Die fehlerhafte PCR wurde zur Herstellung von zwei Mutantengenerationen der Creatinase
(erste und zweite mPCR) verwendet. Die PCR-Ansitze enthielten 40 ng Template-DNA, je
10 pmol der Primer (ECF21 und HIR21), je 0,2 mM dATP und dTTP, 7 mM MgCl, und
5 U Tag-Polymerase in 100 pl. Die MnCl,-Konzentration wurde in dem Bereich von 0-0,5 mM
in der ersten mPCR und von 0-09mM in der zweiten mPCR variiert. Das
Temperaturprogramm wurde fiir die Amplifizierung des Creatinase-Gens mit der Primern
ECF21 und HIR 21 optimiert. Dabei betrug die Annealing-Temperatur fiir die erste PCR 46 °C
und fiir die zweite PCR 70 °C:

Vorgang Temperatur Dauer  Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 1
Denaturierung 95 °C 1 min

Annealing 46/70 °C 1 min 30
Extension 72°C 2 min

Finale Extension 72°C 10min 1

40



6. Material und Methoden

Zur Bewertung der fehlerhaften PCR wurde zundchst die Produktausbeute auf einem
Agarose-Gel uberpriift. Einige dieser PCR-Produkte wurden kloniert und auf ihren Anteil
aktiver Klone getestet. In der ersten Mutantengeneration der Creatinase wurde schliefdlich
ein PCR-Produkt verwendet, das in Anwesenheit von 0,5 mM MnCl, generiert wurde und ca.
60 % aktive Klone lieferte. Fiir die zweite Mutantengeneration das PCR-Produkt der 0 mM-

MnCl,-Reaktion verwendet, welches ca. 60 % aktive Klone generierte.

6.6.16. Ortsgerichtete Mutagenese

Zum Einbringen gezielter Punkmutationen in die DNA-Sequenz wurde der QUIKCHANGE™
SITE-DIRECTED MUTAGENESIS KIT der Firma STRATAGENE angewendet. Zwei komplementéare
Primer, die die mutierte Sequenz in ihrer Mitte tragen, dienen der linearen Amplifizierung
des gesamten Plasmids. Anschlielend wird das parentale Plasmid mit dem
Restriktionsenzym Dpnl verdaut, welches eine methylierte 4bp-Erkennungssequenz besitzt
und somit die DNA der meisten bakteriellen Praparationen schneiden kann, nicht jedoch die
neu synthetisierte DNA der Mutagenese-Reaktionen. Die mutierte Plasmid-DNA liegt nun
ringférmig mit versetzten Einzelstrangbriichen vor, die nach der Transformation in E. coli

von den bakteriellen Enzymen repariert werden.

Die ortsgerichtete Mutagenese an Creatinase-Sequenzen wurde gemifs den Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Ein typischer Reaktionsansatz enthielt 20 ng Template-DNA, je
10 pmol der Primer, je 0,2 mM der dNTPs, 1,5 Mm MgCl> und 2,5 U PfuTurbo-Polymerase
(STRATAGENE) in 50 pl. Es wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet:

Vorgang Temperatur Dauer  Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 30s 1
Denaturierung 95 °C 30s

Annealing 55 °C 1 min 18
Extension 68 °C 8 min

6.6.17. Ortsgerichtete Sattigungsmutagenese

Die ortsgerichtete Sittigungsmutagenese geschieht identisch zur ortsgerichteten Mutagenese
(siehe Abschnitt 6.6.16) mit einer Ausnahme: Die Primer an der Stelle der Mutation tragen ein
NNN (N: IUB-Code fiir A, C, G und T) und codieren fiir jede kanonische Aminosdure an

dieser Position. Als Ergebnis der ortsgerichteten Séttigungsmutagenese-Reaktion sollte der
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Mutanten-Pool 20 Mutanten enthalten, die sich in dieser einen Position unterscheiden,

zuziiglich den drei Stop-Codon tragenden Deletionsmutanten.

6.6.18. Markierung von DNA mit DIG

DNA-Fragmente wurden nicht-radioaktiv durch den Einbau von DIG markiert. Dies erfolgte
durch Verwendung eines DIG-tragenden Primers (Firma THERMO HYBAID) anstelle eines
normalerweise zu verwendenden Primers in der Fragmentsynthese oder in der PCR-

Reaktion.

6.6.19. DNA-Electroblotting vom Polyacrylamid-Gel auf Nylonmembran

Der Transfer der Einzelstrang-DNA-Fragmente aus dem Polyacrylamid-Gel auf die
Nylonmembran (ROCHE DIAGNOSTICS GMBH BUSINESS AREA ROCHE APPLIED SCIENCE,
Mannheim) erfolgte mittels Electroblotting in einer Apparatur der Firma INVITROGEN (XCELL
II™ BLOTT MODULE). Der Aufbau des Blotting-,, Sandwiches” aus Gel, Membran und
Schaumstoffzwischenlagen entsprach dem Western-Transfer-Protokoll des Herstellers. Der
Transfer erfolgte in 1x TBE-Puffer bei 25V fiir 1- 2h. Die auf die Nylonmembran

transferierte DNA wurde durch eine dreimintitige UV-Exposition quervernetzt.

6.6.20. Detektion DIG-markierter DNA

Der immunologische Nachweis DIG-markierter DNA erfolgte chemilumineszent mit dem
DIG LUMINESCENT DETECTION KIT und CSPD® (beides ROCHE DIAGNOSTICS GMBH BUSINESS
AREA ROCHE APPLIED SCIENCE, Mannheim) als Substrat fiir die alkalische Phosphatase. Das
chemilumineszente Signal wurde durch Exposition an dem Photodetektionssystem LUMI-
IMAGER (ROCHE DIAGNOSTICS GMBH BUSINESS AREA ROCHE APPLIED SCIENCE, Mannheim)

aufgezeichnet.

Die DIG-markierte Probe wird mit einem Anti-DIG-Fab-Fragment immunodetektiert,
welches mit Alkalischer Phosphatase konjugiert ist und mit dem chemilumineszenten
Substrat CSPD visualisiert wird. Die enzymatische Dephosphorylierung von CSPD fiihrt zu

einer Lichtemission mit einer Wellenldnge von 477 nm.

6.7. Hochdurchsatz-Screening der Creatinase-Mutanten

6.7.1.  Screening-Prinzip

Im Hochdurchsatz-Screening der ersten Mutantengeneration wurde auf erhohte thermische

Stabilitadt getestet. Dieses Screening war nicht automatisiert, das Animpfen der Klone erfolgte
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manuell mit sterilen Zahnstochern. Fur alle Arbeitsschritte wurden Mehrkanalpipetten
verwendet. In der zweiten Mutantengeneration wurde auf thermische Stabilitdt und
Enzymaktivitdt bei Substratlimitation , gescreent”, automatisiert unter Verwendung von

Robotern.

Das Screening der Creatinase-Mutanten auf thermische Stabilitdt und Enzymaktivitdt bei
Substratlimitation erfolgte nach folgendem Prinzip. Der Rohextrakt einer Creatinase-

exprimierenden E. coli-Kultur wurde gedrittelt und diente zur

(1) Bestimmung der Creatinase-Aktivitat (= MTP 1)

(2) Bestimmung der Creatinase-Aktivitdt nach einer Temperaturbehandlung (= MTP 2) und

(3) Bestimmung der Creatinase-Aktivitdt bei einer Substratkonzentrationen weit unterhalb
des Substratsittigungsbereiches (= MTP 3).

Aus dem Verhdltnis der Aktivitdten von (2) oder (3) zur Ausgangsaktivitat (1) kann auf eine
relative Verdnderung der Eigenschaften geschlossen werden: Ein hohes Verhiltnis von
(2)/ (1) steht fiir eine Thermostabilisierung. Ein hohes Verhéltnis von (3)/(1) steht fiir erhohte
Aktivitdt bei niedrigen Substratkonzentrationen, was mit einer Verschiebung des Ky-Wertes
zu niedrigen Substratkonzentrationen einhergeht. Das Screening erfolgte in 96-Well-
Mikrotiterplatten (MTPs). Auf jeder Platte wurden einige Positionen mit dem ,,Elternklon”

als Kontrolle besetzt.

6.7.2.  Erste Mutantengeneration (nicht automatisiert)

Animpfen der Kulturen von der Agarplatte und Kultivierung

Die Kolonien wurden mit sterilen Zahnstochern in 200 ul LB-Amp-Medium in MTPs
tberimpft und tiN bei 37 °C inkubiert.

Zellaufschluss und Aliquotieren

Die Bakterienkulturen wurden 10 %-ig (v/v) mit einem Gemisch aus B-PER® BACTERIAL
PROTEIN EXTRACTION REAGENT der Firma PIERCE und Lysozym (1 mg/ml in B-PER) versetzt
und 15min bei 37 °C inkubiert. Das Reagens beinhaltet laut Hersteller ein mildes
nichtionisches Detergens in 20 mM Tris (pH7,5). Je 2x20 ul Aliquots wurden fir die

Aktivitdtstests (1) und (2) entnommen.

Temperaturbehandlung

Der Rohextrakt der MTP (2) wurde in mafiangefertigten Metall-Formen, bestehend aus
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Boden und Deckel, fiir 40 min bei 50 °C in einem Inkubator (MEMMERT TYP II 25) erhitzt. Die
Kontroll-MTP (1) wurde 5 min bei 50 °C inkubiert, um Temperatureffekte im Material der

MTP zu relativieren.

Messung der Enzymaktivitit

Der Creatinase-Enzymtest erfolgte mit einem MTP-Reader (THERMO RAINBOW, TECAN) und
der Software EASYWINKINETICS (TECAN). Zu 10-20 pl Probe wurde 80 pl Substratlosung
pipettiert, die alle Komponenten des Creatinase-Tests (siehe Abschnitt 6.8.12) im gleichen
Verhiltnis enthielten. Es wurde 10 min bei 25 °C die Absorption bei 546 nm detektiert
(Messintervalle 1 min, vor jeden Messpunkt 5s schiitteln). Die linearen Anstiege der
Absorptionen im Zeitintervall von 5-10 min wurden fiir die Berechnung der relativen
Restaktivititen nach Temperaturbehandlung verwendet und mit der Kontrolle (Wildtyp

Creatinase) verglichen.

Nachtest

Zur Verifizierung des Screening-Ergebnisses wurden die interessanten Klone jedes
Plattensatzes auf neue MTPs tiberimpft und getestet. Nach einer engeren Auswahl wurden
die Klone in Volumina von 6 ml angezogen und ihre Aktivitit in einem in Kuvetten
durchgefiihrten Test gemessen: Nach dem Zellaufschluss (wie oben beschrieben mit
Lysozym und B-PER™) folgte die Ky-Wert-Ermittlung (siehe Abschnitt 6.8.13) sowie die
Bestimmung der relativen Restaktivitdt im Rohextrakt nach einer Temperaturbehandlung

von 22 min bei 54 °C im Thermocycler.

6.7.3. Zweite Mutantengeneration (automatisiert)

Animpfen der Kulturen von der Agarplatte und Kultivierung

Die Creatinase-Mutanten wurden mit dem Roboter BIOPICK und der Software BIorick 2.0
(beides BIOROBOTICS) gemdfs den Angaben des Herstellers in MTPs {iiberimpft. Die
Einzelkolonien wurden in je 200 pul LB-Amp-Medium 6N bei 37 °C ohne Schiitteln inkubiert.

Zellaufschluss und Aliquotieren

30 pl des Zellaufschluss-Reagenzes B-PER™ (siehe Anschnitt 6.7.2) wurde mit 120 pl der
bakteriellen Zellkultur unter Verwendung des Pipettierroboters MULTIMEK™ 96 mit der
Software MULTIMEK PRO SOFTWARE VERSION 1.4 gemischt und 1h bei 37 °C inkubiert. Je

3 x30 pul Aliquots wurden unter Verwendung des Pipettierroboters entnommen (MTPs (1),
(2) und (3)).
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Temperaturbehandlung

Die MTP (2) wurde fiir 35 min bei 55 °C in einem Inkubator (MEMMERT TyYP II 25) in

maflangefertigten Metall-Formen, bestehend aus Boden und Deckel, erhitzt.

Messung der Enzymaktivitit

Der Creatinase-Enzymtest erfolgte automatisch an einer Pipettierstation (TECAN GENESIS RSP
150) mit einem MTP-Reader (THERMO RAINBOW, TECAN) und Software GEMINI/FACTS (TECAN)
gemdf den Herstellerangaben. Die Pipettierstation wurde mit 3x9 MIPs und den
Substratlosungen (siehe Anschnitt 6.7.2) besttickt. Fiir die Messungen (1) und (2) enthielt die
Substratlosung 90 mM Creatin, fiir (3) nur 6 mM. Es wurde 10 min bei 25 °C die Absorption
bei m detektiert (Messintervalle 1 min, vor jeden Messpunkt 5s schiitteln). Die linearen
Anstiege der Absorptionen im Zeitintervall von 5 - 10 min wurden fiir die Berechnung der
relativen Restaktivititen nach Temperaturbehandlung bzw. in Anwesenheit reduzierter

Substratkonzentration verwendet und mit der Kontrolle (Wildtyp Creatinase) verglichen.

Nachtest

Zur Verifizierung des Screening-Ergebnis wurden von jedem Plattensatz 5 - 10 interessante
Klone auf neue MTPs iiberimpft und getestet. Es erfolgte eine engere Auswahl an Klonen, die
nun in Volumina von 3 - 10 ml angezogen, durch Hochdruck oder durch Ultraschall (siehe
Abschnitt 6.8.2) aufgeschlossen und mit in Kiivetten durchgefiihrten Enzymtest bewertet
wurden. Hierfir erfolgte die Kum-Wert-Ermittlung (siehe Abschnitt 6.8.13) sowie die
Bestimmung der relativen Restaktivitdt im Rohextrakt nach einer Temperaturbehandlung

von 16 min bei 54 °C im Thermocycler.

6.8. Expression, Reinigung und Analytik von Proteinen

6.8.1. Expression

Die Expression erfolgte unter Kontrolle des mgl-Promotors als cytoplasmatisches 16sliches
Protein. Der mgl-Promotor unterliegt der Katabolit-Repression durch Glucose und andere
Katabolit-repremierende Zucker (PCT/EP/88/00446). Die Induktion des mgl-Promotors
erfolgte durch Animpfen (1 %, v/v) von Vorkulturen in LB-Amp-Medium ohne
Zuckerzusatz. Die Kultur wurde 6 - 12 h bei 37 °C und 225 U/min inkubiert.
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6.8.2. Gewinnung des Zellextraktes

Nach dem Zentrifugieren der E. coli-Kultur fiir 15 min bei 4 °C und 4000 U/min (SORVALL-
Zentrifuge, GSA-Rotor oder BIOFUGE FRESCO, HERAEUS) wurde das Zellpellet in 10 Volumen
20 mM Tris, pH 8 suspendiert. Je nach Volumen der Suspension erfolgte der Zellaufschluss
durch Ultraschall an der SONICS VIBRACELL (1 min Pulse bei 150 W, 1-10 ml) oder durch
Hochdruckaufschluss am CONSTANT SySTEMS LTD CELL DISRUPTION EQUIPMENT BASIC Z
(950 bar, mind. 30 ml) oder am ONE SHOT MODEL (1,5 kbar, 5 ml, beide Gerdte von AMERST
BUSINESS CENTRE).

6.8.3. Polyminabtrennung

Polymin ist ein Anionenaustauscher und dient dem Abtrennen der DNA aus dem
Zellextrakt. Um eine Bindung der ebenfalls negativ geladenen Creatinase zu vermeiden,
wurde die Leitfdhigkeit im Zellextrakt mit einer NaCl-Losung auf 7 mS eingestellt. In
Vorproben der Polyminabtrennung (1 ml Volumen) wurde die Polyminkonzentration
ermittelt, bei der mindestens 90 % der Enzymaktivitdt erhalten bleiben (zwischen 0,1 - 0,5 %,
w/v). Fur die praparative Polyminabtrennung wurde eine 10 %-ige Polymin G20-Lésung
(w/v) in den Zellextrakt gegeben, 5min bei 4 °C gertihrt und der Ansatz 15 min bei
10000 U/min bei 4 °C im GSA-Rotor der SORVALL-Zentrifuge sedimentiert. Der Uberstand
wurde fiir die DEAE-Chromatographie verwendet.

6.8.4. Chromatographie mit DEAE-Sepharose

DEAE-Sepharose ist ein schwacher Anionenaustauscher, an den die Creatinase aufgrund
ihres niedrigen pl (pl der verschiedenen Mutanten zwischen 5,0 und 5,3. Berechnung mit
dem Programm AAMWT) binden und mit steigender Salzkonzentration eluiert werden
kann. DEAE-Sepharose besteht aus vernetzter Agarose als Trdgermaterial, das mit

kationischen Diethylaminoethyl-Gruppen (DEAE-) derivatisiert ist.

Pro Gramm Protein wurden 50 ml DEAE-Sepharose verwendet. Das Sdulenmaterial wurde
zundchst mit Wasser und mit Puffer A gewaschen, in eine Leersdule gepackt und die
Flussrate bestimmt. Die Chromatographie erfolgte entweder an der AKTA PRIME der Firma
AMERSHAM BIOSCIENCES oder an einer FPLC-Anlage, bestehend aus der Pumpe Pump P-50,
dem Fraktionssammler SUPERFRAC (beides AMERSHAM BIOSCIENCES), dem Detektor 2138
UVICORD S sowie dem Schreiber 2210 2-CHANNEL RECORDER (beides Firma LKB BROMMA). Es
wurde jeweils die Absorption bei 280 nm bzw. an der AKTA PRIME zusétzlich die Leitfahigkeit
detektiert.
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Die Chromatographie an DEAE-SEPHAROSE FAST FLOW (AMERSHAM BIOSCIENCES) bestand aus
folgenden Schritten: Equilibrieren der Saule mit Puffer A, Probenauftrag, Waschen mit Puffer
A und B jeweils bis die UV280-Absorption die Basislinie erreicht hat und Elution mit 15
Sdulenvolumen eines steigenden Salz-Gradienten von Puffer B nach Puffer C jeweils mit der

vorher ermittelten Flussrate. Creatinase eluierte bei ca. 0,2 M NaCl.

Puffer A 20 mM Tris, pH 8
Puffer B 20 mM Tris, pH 8, 0,1 M NaCl
Puffer C 20 mM Tris, pH 8, 0,35 M NaCl

6.8.5. Chromatographie mit Phenylsepharose

Die Chromatographie an Phenylsepharose beruht auf hydrophoben Wechselwirkungen, die
in wassriger Losung und in Anwesenheit hoher Konzentrationen nicht chaotroper Ionen
ausgebildet und durch fallende Konzentrationen gelost werden. Phenyl-Sepharose besteht
aus mit Phenylresten derivatisierter vernetzter Agarose. Das Protokoll zum Packen der Sdule
sowie die verwendeten Anlagen sind identisch zu der im Abschnitt 6.8.4 beschriebenen
Methode.

Die Chromatographie an PHENYLSEPHAROSE FAST FLOW (AMERSHAM BIOSCIENCES) bestand aus
folgenden Schritten: Equilibrieren der Sdule mit Puffer A, Probenauftrag, Waschen mit
Puffer A bis die UV280-Absorption die Basislinie erreicht hat und Elution mit
10 Sdulenvolumen eines fallenden Salz-Gradienten von Puffer A nach Puffer B jeweils mit

der vorher ermittelten Flussrate. Creatinase eluierte bei ca. 0,7 M(NH4)2SO..

Puffer A 20 mM Tris, pH 8, 1 M (NH4)2SO4
Puffer B 20 mM Tris, pH 8, 0,1 M (NH4)2SO4

6.8.6.  Gelfiltrations-Chromatographie

Mit der Grofienausschlusschromatographie an einer HILOAD™ 26/60 SUPERDEX™ 200
PREP GRADE (AMERSHAN BIOSCIENCES, Sdulenvolumen 320 ml) wurden zum Zweck der
Kristallisation letzte Verunreinigungen und eventuelle Aggregate entfernt. Bis zu 13 ml
Probe wurde auf die mit entgastem Laufpuffer (50 mM Tris, pH 8, 0,2 M NaCl) equilibrierte
Sdule bei einem Fluss von 1 ml/min aufgetragen. Der Saulendurchlauf wurde bei einer
Flussrate von 1,6 ml/min in 4 ml-Fraktionen aufgefangen. Die Chromatographie erfolgte an
der im Abschnitt 6.8.4 beschriebenen FPLC-Anlage. Das Sdulenmaterial der SUPERDEX™ 200
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PREP GRADE besteht aus vernetzter Agarose und Dextran mit einer durchschnittlichen
Partikelgrofie von 34 pm.

6.8.7. Dialyse

Proteinlosungen wurden in 10-kDa-Dialyseschlduchen der Firma ROTH 3 x fiir mindestens

2 h gegen Puffer mit 100-fachen Volumen bei 4 °C dialysiert.

6.8.8. Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen und Proteinfarbung

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte in 10 %-igen Polyacrylamid-
Gelen, den Bis-Tris NUPAGE-Gelen, mit MOPS-Laufpuffer (beides INVITROGEN). Zur
Probenvorbereitung wurde diese im Probenpuffer (2 x Probenpuffer: 500 ul NUPAGE Sample
Buffer, 500 pl Wasser, 10 mg DTT) 10 min bei 70 °C erhitzt. Die Elektrophorese erfolgte
gemdfs den Angaben des Herstellers. Proteine wurden mit Coomassie (SIMPLY BLUE SAFE
STAIN, INVITROGEN) gefarbt.

6.8.9. Aufkonzentrieren von Proteinlésungen

Das Aufkonzentrieren von Proteinldsungen erfolgte je nach Ausgangsvolumen in rithrbaren
Ultrafiltrationszellen (MILLIPORE) und Membranen mit einer Ausschlussgrenze von 30 kDa
(PALL FILTRON) oder mit Zentrifugenvorrichtungen CENTRIPLUS YM-30 (MILLIPORE, 30 kDa,

15 ml) gemdfs den Anleitungen des Herstellers.

6.8.10. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Standardmaifdiig wurden Proteinkonzentrationen mit der schnellen und sensitiven Methode
nach Bradford (BIO-RAD PROTEIN ASSAY) bestimmt, die auf Bindung des blauen Farbstoffes
Coomassie an das Protein beruht. Die unpolare Triphenylmethan-Gruppe bindet an unpolare
Strukturen und die anionische Sulfonat-Gruppe interagiert mit kationischen Protein-
Seitenketten. Als Referenzprotein diente Rinderserumalbumin oder Creatinase (Mutante

CTsd7) in bekannter Konzentration.

6.8.11. Bestimmung der Proteinkonzentration mittels UV-Absorptionsspektroskopie

Fiir die biophysikalischen Untersuchungen sowie die Kristallisationsexperimente wurden die
Proteinkonzentrationen iiber die Absorption bei 280 nm ermittelt. Die Methode basiert auf
der Absorption von UV-Licht durch aromatische Protein-Seitenketten, hauptsdchlich der
Tryptophan- und Tyrosin-Reste und zu geringen Anteilen der Disulfidbriicken.

Voraussetzung ist, dass die Losung keine anderen UV-absorbierenden Substanzen enthdlt.
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Die Absorption wurde mit Hilfe von Gleichung 1 nach Pace et al. (1995) berechnet:

Gleichung 1

€280 [Mem1] = 5500 - NTryptophan 1400 - NTyrosin + 125 - npisulfidbriicken
€ Absorptionskoeffizient
n  Anzahl der entsprechenden Aminosduren oder Disulfidbriicken

Die berechneten Absorptionskoeffizienten und die entsprechende Absorption sind in

Tabelle 4 angegeben.
Tabelle 4 Molare Absorptionskoeffizienten und Absorptionen
Protein =~ Molarer Absorptionskoeffizient Absorption bei 280 nm
(1 cm Schichtdicke, 1mg/ml Protein)
CTwt 74830 M1 cm-! 1,630
CTsd7 80330 M-! cm! 1,750

6.8.12. Bestimmung der Enzymaktivitit der Creatinase

Die Bestimmung der Creatinase-Aktivitdt ist der in der Einleitung beschriebenen
Creatininbestimmung (siehe 4) angelehnt und beruht auf dem enzymatischen Abbau von
Creatin und seines Reaktionsproduktes Sarcosin durch die Creatinase und Sarcosinoxidase
(Sarc-OD). Das bei der Oxidation des Sarkosin produzierte H>O> wird in einer

kolorimetrischen Reaktion umgesetzt.

Creatinase
Creatin + H,O —_—> Sarcosin + Harnstoff
Sarc-OD
Sarcosin + Oz + H,O — Glycin + HCHO + H,O»
POD
H>O; + 4-Aminoantipyrin + TBHB — >  Benzoquinonimin-Farbstoff + 2 H>0 + HBr
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Fiir die Bestimmung wurde folgendes Pipettierschema verwendet:

0,1 M Creatinlésung (in 0,1 M Kalium-Phosphat-Puftfer, pH 7,8) 833 ul
30 mM 4-Aminoantipyrinlosung 17 ul
143,5 mM TBHB-Losung, pH 7,8 33 ul
150 U/ml Sarcosinoxidase 33 ul
Probe 20 ul

Die Messung erfolgte an einem CARY 50 BiO UV-VISIBLE SPECTROPHOTOMETER mit einem
CARY PCB 150 WATER PELTIER SYSTEM zur Temperaturkontrolle. Der Reaktionsansatz wurde
bei 25 °C inkubiert und mit Zugabe der Probe gestartet. Es wurde die Absorption bei 546 nm
tiir eine Dauer von 10 min gemessen. Aus dem Anstieg der Absorption (AA/min) in dem
linearen Bereich von 5-10min wurde mit Hilfe von Gleichung 2 die Enzymaktivitit

berechnet.

Gleichung 2

Aktivitat [U/ml] = Testvolumen - AA/min
¢ - Probenvolumen - Schichtdicke

546 = 18,0 [1 - mmol! - cm]
Testvolumen = 0,943 ml
Probenvolumen = 0,02 ml

6.8.13. kc/Km-Bestimmung

keat/Km entspricht der Geschwindigkeitskonstanten der Reaktion des Enzyms mit dem
Substrat unter Bildung der Reaktionsprodukte und kann als Mafs fiir die Wirksamkeit eines
Enzyms gewertet werden. Die Katalysekonstante kcat berechnet sich aus der durch die
Enzymkonzentration geteilten Maximalgeschwindigkeit (Vmax/Eo). Die Bestimmung der
Michaelis-Menten-Konstante (Kyv) und der Maximalgeschwindigkeit (Vimax) erfolgte mit dem
Enzymaktivitdtstest (siehe Abschnitt 6.8.12) bei Substratkonzentrationen zwischen 90 mM
und 0,39 mM Creatin. Aus den linearen Anstiegen (AA/min entspricht v) wurden mit Hilfe
des Computerprogramms DATA ANALYSIS WIZARD (MICROSOFT EXCEL) nach dem Michaelis-
Menten Steady-State-Model die kinetischen Grofien Ky und Vimax durch Anpassen der
Gleichung 3 an die v/S-Kurve berechnet.
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Gleichung 3

v=Vmax / (1+Kml/5S)

S  Substratkonzentration

v Reaktionsgeschwindigkeit (A A/min)

Vmax Maximalgeschwindigkeit

Kn Substratkonzentration bei halbmaximaler Geschwindigkeit

6.9. Biophysikalische Methoden

6.9.1.  Differential Scanning-Kalorimetrie (DSC)

Die thermische Entfaltung der Creatinase-Mutanten wurde mittels Differential Scanning-
Kalorimetrie verfolgt, welche die Anderung der partiellen Warmekapazitit C, einer
(Protein)-Losung in Abhdngigkeit von der Temperatur und im Vergleich mit einer
Referenzlosung bestimmt. Die Messungen wurden an dem NANO DIFFERENTIAL SCANNING
CALORYMETER der Firma APPLIED THERMODYNAMICS durchgefiihrt. Die Proteinkonzentration
betrug 1 mg/ml in 20 mM Natrium-Phosphat-Puffer, pH 8. Die Probe wurde nach Erreichen
der Starttemperatur 60 sec equilibriert und dann mit einer Rate von 1 K/min von 5 auf 85 °C
erhitzt. Wurde die Reversibilitdt der Entfaltung getestet, wurde nur bis 65 °C bzw. 70 °C
(Wildtyp-Creatinase und Mutante CTsd7) aufgeheizt, mit 1°K/min abgekiihlt und

wiederholt unter analogen Bedingungen erhitzt.

6.9.2. Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzspektroskopie wurde an einem FLUOROMAX-2-Spektrofluorimeter (SPEX
INSTRUMENTS) mit 1-cm-Kiivetten durchgefiihrt. Es wurden Emissionsspektren von 300 - 400
nm bei einer Anregungswellenlinge von 280 nm aufgenommen (1 Aufnahme, 0,2 sec
Integrationszeit, 1 nm Schritte, Signal S/R, 5 nm Spaltbreite, 20 °C). Die Spektren wurden

gegen Puffersignale korrigiert.

6.9.3.  Cirkular-Dichroismus-(CD)-Spektroskopie

Die CD-Spektroskopie liefert Informationen tiber die ungleiche Absorption von links- und
rechtsdrehend zirkular polarisierten Lichts in optisch aktiven Substanzen. Die CD-Banden
von Proteinen treten hauptsdchlich in zwei spektralen Regionen, den Fern-UV- und den Nah-
UV-Regionen auf. In der Fern-UV-CD-Spektroskopie von 170 - 250 nm (Amid-Region)
werden hauptsdchlich Peptidbindungen in asymmetrischer Umgebung, das heifst,

Sekunddrstrukturelemente detektiert (SCHMID, 1995). In diesen Bereichen liefern
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hauptsdchlich o-helikale Strukturen, bei 222 nm und 208 nm, starke und charakteristische
Signale, wihrend B-Faltblattstrukturen nur schwache CD-Signale geben. Auch aromatische
Aminosduren oder Disulfide zeigen Banden in dieser Region. Ihr Beitrag ist von der Anzahl
der Aminosduren und der Art der direkten Umgebung abhidngig. Aromatische Aminosduren
konnen, hauptsdchlich in Proteinen mit niedrigen ®-Helix-Anteil, einen grofien Anteil am
CD-Signal ausmachen (VUILLEUMIER ET AL., 1993; FRESKGARD ET AL., 1994; SCHMID, 1995).

In der Nah-UV-CD-Spektroskopie (250 - 300 nm) werden vorwiegend Signale aromatischer
Aminosduren in asymmetrischer Umgebung detektiert. Auch Disuldidbriickenbindungen
konnen in diesem Bereich Signale liefern, allerdings zu einem geringeren Anteil. Es konnen
Vorzeichen, Betrag oder Wellenldnge von aromatischen CD-Banden nicht vorhergesagt
werden, da sie von der direkten strukturellen und elektronischen Umgebung des
Chromophors abhdngen (FRESKGARD ET AL., 1994; SCHMID, 1995). Die nah-UV-CD-Spektren
werden wegen ihrer charakteristischen Signale als fingerprint fiir die korrekte Faltung eines

Proteins angewendet.

Fur CD-Spektren wurde ein JASCO J-715 Spektropolarimeter verwendet. Zur Aufnahme von
Fern-UV-CD-Spektren wurde das Signal von 260 - 190 nm aufgezeichnet (0,1-cm-Kiivetten,
0,2nm  Schrittweite, 1nm  Bandbreite, 50nm/min  Aufnahmegeschwindigkeit,
10 Akkumulationen, 1 sec Response, 10 °C). Nah-UV-Spektren wurden im Bereich von 320-
250 nm aufgenommen (1-cm-Kiivetten, 0,2 nm Schrittweite, 1 nm Bandbreite, 50 nm/min
Geschwindigkeit, 25 -100 Akkumulationen, 2 sec Response, 10 °C). Die Spektren wurden

gegen Puffersignale korrigiert.

6.9.4. Guanidiniumchlorid-induzierte Entfaltung

Die Proteinentfaltung in Gegenwart des Denaturierungsmittels Guanidiniumchlorid
(GdnHCI) wurde in Anlehnung an das Protokoll von RUDOLPH ET AL. (1997) durchgefiihrt.
Natives Protein (20 mM Natrium-Phosphat-Puffer, pH 7) wurde im gleichen Puffer mit O -
5 M GdnHCl entfaltet. Entfaltetes Protein (gleicher Puffer mit 8 M GdnHCI) wurde im
gleichen Puffer mit 0 - 5 M GdnHCI zuriickgefalten. Die Proben wurden 24 - 48 h bei 20 °C
inkubiert und mittels Fluoreszenzspektroskopie, Cirkular-Dichroismus und Creatinase-

Aktivitdt analysiert.

Fir die fluorimetrische Detektion wurden Fluoreszenzemissionsspektren (Abschnitt 6.9.2)
aufgenommen und das Signal bei 340 nm ausgewertet. Zur Kontrolle von Proteinaggregation

wurde am gleichen Gerdt die Lichtstreuung bei einer Wellenldnge von 360 nm (20 sec
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Akkumulationsdauer, 1-cm-Kiivetten) gemessen. Die Elliptizitdt wurde bei 225nm {iber
einen Zeitraum von 5 min an einem AVIV 62A DS Spektropolarimeter bei 20 °C in 0,1-cm-

Kuvetten akkumuliert und gemittelt. Alle Messwerte wurden gegen Puffersignale korrigiert.

Im Anschluss an die Messungen wurden die Guanidiniumchlorid-Konzentrationen der

Proben refraktormetrisch und mit Hilfe von Gleichung 4 (PACE, 1986) bestimmt.

Gleichung 4

GdnHCI[M] = 57,147 . (A N) + 38,68 . (AN)2+ 91,60 . (AN)3

AN Differenz in Brechungsindex einer Losung mit GdnHCl im Vergleich zur
Referenzl6sung ohne GdnHCI

6.9.5.  Analytische Ultrazentrifugation

Fiir Sedimentationsgeschwindigkeitsliufe wurde eine OpPTIMA XL-A analytische
Ultrazentrifuge der Firma BECKMANN INSTRUMENTS mit Doppelsektor-Zellen in einem
An60Ti-Rotor verwendet. Creatinase-Proben in Konzentrationen von 0,3 mg/ml wurden in
Anwesenheit verschiedener Guanidiniumchlorid-Konzentrationen (0, 1,5 und 4 M GdnHCI
in 20mM Natrium-Phosphat, pH?7) bei 40000 U/min und 20°C analysiert. Die
Ultrazentrifugation wurde freundlicherweise von Dr. H. Lilie (Institut fiir Biotechnologie der

Martin-Luther-Universitédt in Halle) durchgefiihrt und ausgewertet.

6.9.6. Massenspektrometrie

Elektrospray-lonisations-Massenspektren (ESI-MS) wurden an dem Gerdt Q-TOF 2
(Quadrupole-Time of Flight) der Firma MICROMASS durchgefiihrt (Ionenmodus ESI+,
Continuum-Mode). Den ESI-MS-Messungen ging eine Reversed Phase HPLC an einer C18-
Sdule (2,1 x 250 mm, VYDAC) voraus. Die Proteinprobe (1 mg/ml) wurde in einem Gradienten
von 0 % -100 % Acetonitril (Losung A: 0,025 % TFA, Losung B: 0,025 % TFA in ACN) im

Zeitraum von 3 - 30 min mit 0,3 ml/min Flussrate eluiert.

Die Massenspektrometrie wurde freundlicherweise von der Abteilung LR-DC ANALYTICS der
Firma ROCHE DIAGNOsSTICS GMBH (Penzberg) durchgefiihrt.

6.10. Modellierung der Proteinstruktur

Die Modellierung der Struktur der Creatinase-Mutante CTsd7 wurde freundlicherweise von
Dr. Gerald Boehm (ACGT PROGENOMICS AG, HALLE) mit dem Programm MODELLER 6.0 (SALI
& BLUNDELL, 1993) durchgefiihrt.
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6.11. Walk Through Rekombination

Diese in vitro-Rekombinationsmethode beruht auf der Reassemblierung von Fragmenten, die
in grofier Variabilitdt durch den Einbau von Didesoxynukleotiden bei der DNA-Synthese-
Reaktion  erhalten = werden konnen  (,Fragmentleitern™). Der Einbau von
Didesoxynukleotiden fiithrt aufgrund der fehlenden 3'-OH-Gruppe zum Kettenabruch und
ist als Sequenzierungsmethode nach SANGER (1977) bekannt. Diese terminierenden
Didesoxynukleotide werden im Reassemblierungsschritt durch den Zusatz einer
thermostabilen 3’-Exonuklease abgebaut. Als Template fiir die Fragmentsynthese wird Uracil-
haltige DNA verwendet, die spdter mit Uracil-DNA-Glycosylase abgebaut und entfernt
werden kann, um Interferenzen in der Reassemblierung zu vermeiden. Da die
Fragmentldnge viel kiirzer als die Template-DNA (U-DNA) ist, werden je nach DNA-Linge
mehrere Primer benétigt. Im Fall der Alkalischen Phosphatase mit ca. 1,6 kb wurden 6 Primer

pro Template verwendet.

6.11.1. Gewinnung Uracil-haltiger DNA (U-DNA)

Die U-DNA wurde in PCR-Reaktionen (siehe Abschnitt 6.6.5) mit 0,2 mM dUTPs anstatt der
dTTPs sowie 2,5 mM MgCly synthetisiert. Als Template diente Plasmid-DNA. Das PCR-
Produkt wurde zur vollstandigen Abtrennung kontaminierender Uracil-freier Plasmid-DNA
gereinigt (Gelextraktion (siehe Abschnitt 6.6.9)) und erneut als Template in die PCR mit
dUTPs eingesetzt. Das letztere PCR-Produkt wurde nach Gelextraktions-Reinigung als

Template-DNA fiir die Synthese von ,,Fragmentleiten” verwendet.

6.11.2. Synthese von DNA-Fragmenten (,,Fragmentleitern”)

Zur Fragmentsynthese wurde anfangs der heute nicht mehr erhiltliche DIG TAQ DNA
SEQUENCING KIT FOR STANDARD AND CYCLE SEQUENCING der Firma ROCHE D1aAGNosTICS GMBH
BUSINESS AREA ROCHE APPLIED SCIENCE (Mannheim) mit verdndertem Protokoll verwendet.
Der Reaktionsmafistab wurde erhcht und die vier Didesoxynukleotide wurden in einem
Reaktionsansatz vereinigt. Fiir jede Kombination aus Template-DNA (U-DNA) und Primer
wurde ein Reaktionsansatz mit folgenden Bestandteilen pipettiert: 3 pl 10 x Reaktionspuffer
(250 mM Tris, pH 9), 1 pl Primer (1 pmol/ul), 175 ng U-DNA, 10 ul Terminations-Mix, 0,6 ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) und Wasser ad 30 pl. Der Terminations-Mix enthielt 25 uM dNTP,
850 uM ddATP, 400 pM ddCTP, 75 puM ddGTP, 1275 uM ddTTP und 750 uM Mg>Cl in
10 mM Tris, pH 5. Die Synthese erfolgte in einer PCR-dhnlichen Reaktion mit folgendem

Temperaturprogramm:
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Vorgang Temperatur Dauer  Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 1
Denaturierung 95 °C 30 sec

Annealing 60 °C 30Sec 30
Extension 72°C 1 min

6.11.3. Abbau von U-DNA mittels Uracil-DNA-Glycosylase

Nach der Fragmentsynthese wurde jedem Reaktionsansatz 1 pl hitzelabile Uracil-DNA-
Glycosylase (UNG, ROCHE DIAGNOSTICS GMBH BUSINESS AREA ROCHE APPLIED SCIENCE,
Mannheim; 1 U/ul ) zugegeben, 4 h bei 37 °C inkubiert und das Enzym 2 min bei 95 °C
inaktiviert. Uracil-DNA-Glycosylasen hydrolysieren Uracil-glycosidische Bindungen in
Einzel- und Doppelstrang-DNA, wobei sie Uracil abspalten. Die daraus resultierenden
abasischen Stellen konnen dann durch Alkali-Behandlung oder hohe Temperaturen
gespalten werden. Ebenso konnen Endonukleasen verwendet werden, die spezifisch an
abasischen Stellen spalten, wie z.B. T4-Endonuklease. Zur Kontrolle auf quantitativen Abbau
der U-DNA wurde stets ein Aliquot der Reaktion mittels PCR analysiert.

6.11.4. Reinigung von DNA-Fragmenten

Da Salze, ddNTPs, Primer und vor allem die vergleichsweise grofien Mengen an U-DNA-
Abbauprodukten die empfindliche Reassemblierungsreaktion storen konnen, wurden die
Reaktionsansdtze mittels Zentrifugation durch Zentrifugenvorrichtungen mit 30 - 100 kDa-
Membranen gereinigt. Die Ansdtze wurden zundchst vereinigt, gemidfs den
Herstellerangaben in MICROCONS-30,-50 oder -100 (MILLIPORE ) zentrifugiert und das Retentat

2 x mit Wasser aufgefiillt und zentrifugiert.

6.11.5. Reassemblierung

Die Reassemblierung der Fragmente erfolgte in einer PCR-artigen Reaktion in Abwesenheit
von Primern. Die Reaktion wird durch erhohte Zugabe an Nukleotiden, niedrige Annealing-
Temperatur und grofie Zyklenzahl unterstiitzt. Der Reaktionsansatz enthielt 5 ul 10 x Puffer
(ExPAND ™ HIGH FIDELITY PCR SYSTEM; ROCHE DIAGNOSTICS GMBH BUSINESS AREA ROCHE
APPLIED SCIENCE, Mannheim), 0,5 mM dNTPs, gereinigte Fragmente (Menge entsprechend 6-
12 gereinigten Fragmentsyntheseansdtzen), 1,5 mM MgCly, 1 ul Tag/Exo III-Gemisch (ROCHE
DiAaGNosTIcs GMBH) und Wasser ad 50 pl. Das Temperaturprogramm wurde variiert, fiir die
Reassemblierung der in dieser Arbeit analysierten Klone wurde folgendes Programm

verwendet:
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Vorgang Temperatur Dauer  Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 1
Denaturierung 95 °C 1 min

Annealing 45 °C 1 min 50
Extension 72°C 30 sec

Finale Extension 72°C 10min 1

Nach 30 Zyklen wurde wiederholt 1 ul Tag/Exo I1I-Gemisch zugegeben.
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7. Ergebnisse zur Walk Through Rekombination
71. Beschreibung des resultierenden Verfahrens zur Rekombination

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode zur Rekombination homologer DNA-
Sequenzen, die Walk Through Rekombination, entwickelt. Die Entwicklung erfolgte am
Beispiel der Alkalischen Phosphatasen aus humaner Plazenta (hpap) und aus dem
Kélberdarm (ciap). Das resultierende Verfahren (Abbildung 5) besteht aus folgenden
Schritten:

(1) PCR zur Synthese von Uracil-haltiger DNA (U-DNA)

(2) Kettenabruchreaktion zur Synthese von DNA-Fragmenten
(3) Entfernen der U-DNA

(4) Reinigung der Fragmente

()

5) Reassemblierung mit gleichzeitigem Abbau der terminierenden Didesoxynukleotide

(1) Der erste Schritt der Walk Through Rekombination besteht aus der Herstellung Uracil-
haltiger DNA (U-DNA) von den Elterngenen. In der U-DNA ist jedes Thymin durch ein
Uracil ersetzt. Die DNA kann an diesen Positionen durch Uracil-DNA-Glycosylase-(UNG)-
Verdau und anschlieffender Hitze-Behandlung gespalten und somit effizient abgebaut
werden. Diese U-DNA wird als Template-DNA fiir die Synthese von Fragmenten verwendet
und kann anschliefend durch soeben beschriebenen UNG-Verdau entfernt werden. Die
Herstellung der U-DNA erfolgt in einer PCR-Reaktion unter Verwendung von dUTPs
anstelle von dTTPs.

(2) Nach der Praparation der U-DNA wird diese DNA als Template fiir die Synthese von
DNA-Fragmenten verwendet. Die Fragmentsynthese erfolgt tiber die
Kettenabbruchsynthese-Reaktion nach SANGER (1977), welche als Methode zur
Sequenzierung von DNA bekannt ist. Sie beruht auf einer Polymerase-vermittelten DNA-
Synthese unter Verwendung eines Gemisches aus dNTPs und ddNTPs, wobei der Einbau
eines Didesoxynukleotids zum Abbruch der Synthese fiithrt. Da der Abbruch der DNA-
Synthese an jeder moglichen Position der Sequenz erfolgt, kann auf diese Weise eine grofe
Vielfalt an Fragmenten (,,Fragmentleitern™) generiert werden. Um moglichst viel Fragment-
DNA zu erhalten, werden die Fragmente unter Verwendung einer thermostabilen DNA-
Polymerase (Tag-DNA-Polymerase) in aufeinander folgenden Zyklen von Annealing,
Extension und Denaturierung (oder ,,Cycle Sequencing’”) hergestellt. Die synthetisierten

DNA-Fragmente waren im Durchschnitt 100 bis 300 Nukleotide lang und somit viel kiirzer
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als die DNA der Elterngene (1650 Basenpaare). Deshalb wurden zur Fragmentsynthese

Reaktionen mehrerer Primer verwendet. Neben den Primern, die an den Enden der

Elterngen-Sequenzen binden konnen, wurden zwei komplementdre Primerpaare verwendet,

die innerhalb der Elterngene binden.
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Abbildung 5 Prinzip der Walk Through Rekombination
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7. Ergebnisse zur Walk Through Rekombination

(3) Nach der Fragmentsynthese wird die als Template verwendete U-DNA mit Hilfe von UNG
(Uracil-DNA-Glycosylase) und Hitzebehandlung abgebaut. Die Entfernung der Template-
DNA ist notig, um sicherzustellen, dass nur Fragmente miteinander reassemblieren.
Anschlieflend (4) werden die , Fragmentleitern” von UNG-Abbauprodukten, Primern,
Nukleotiden und Salzen abgetrennt, indem der Ansatz durch Membranen mit

Ausschlussgrenzen bis zu 100 kDa filtriert werden.

- &
¥ N
> O E——
«— <
Abbildung 6 Prinzip der Durchmischung von DNA-Fragmenten in der Reassemblierung

(5) Danach werden die Fragmente reassembliert. Die Reassemblierung ist eine PCR-dhnliche
Reaktion ohne Primer, in der Fragmente miteinander hybridisieren und die tiberstehenden
Enden aufgeftillt und somit verlingert werden. Die gereinigten FEinzelstrang-DNA-
Fragmente tragen am 3’-Ende ein Didesoxynukleotid, welches von Polymerasen nicht
verlangert werden kann. Der Abbau der Didesoxynukleotide erfolgt exonukleolytisch durch
eine thermostabile Exonuklease III, die dem Reassemblierungsansatz zugegeben wird. Die
Reassemblierung erfolgt wie eine PCR-Reaktion in mehreren Zyklen. Die Durchmischung
der Elterngensequenzen wird durch die Hybridisierung und Verldngerung von Fragmenten
durchgefiihrt, die verschiedenen Elterngenen entstammen. Dies fiithrt zu chimdren DNA-
Fragmenten. Im Laufe der Zyklen kénnen solche chimédre Fragmente mit weiteren chiméren
oder auch nicht chiméren Fragmenten hybridisieren und somit zur weiteren Durchmischung
der Eltern-Sequenzen beitragen (Abbildung 6). Ort und Anzahl solcher Rekombinations-
ereignisse wird stark durch die Vielfalt der zu reassemblierenden Fragmente beeinflusst. Da
die Vielfalt der eingesetzten Fragmente sehr grofs ist, wurden gute Ergebnisse hinsichtlich
der Rekombinationsfrequenz (Anzahl) und den Rekombinationsabstinden (Abstand

zwischen zwei Rekombinationsereignissen) von der Walk Through Rekombination erwartet.
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7. Ergebnisse zur Walk Through Rekombination

7.2. Fragmentsynthese

Fiir die Fragmentsynthese wurde U-DNA als Template benotigt. Die Synthese der U-DNA
erfolgte durch PCR mit dUTPs anstatt von dTTPs. Aufserdem wurden die Primer APhpaF
und APhpaR und Plasmid-DNA mit dem Gen der HPAP als Template-DNA verwendet. Das
PCR-Produkt wurde elektrophoretisch von der Plasmid-DNA getrennt und aus dem
Agarose-Gel extrahiert. Zur Entfernung kontaminierender Plasmid-DNA wurde diese
Préparation als Template in eine wiederholte PCR mit dUTPs eingesetzt und tber
Gelextraktion gereinigt. Ein Test-Verdau mit UNG und anschliefiender Kontroll-PCR mit den
Primer APhpaF und APxbaR bestitigte den quantitativen Abbau der U-DNA.

1650 nt
—— 1114/900 nt
L 692 nt
01/489 nt
62 nt

4

v

— 5
— 4
I 404nt
—— 320 nt

—— 260 nt
— 242 nt

190 nt

147 nt

: 110 nt

— 67nt

Abbildung 7 Synthese von Fragmentleiten: Optimierung der Template-Konzentration
Analyse mittels denaturierender PAGE (6 %), DNA-Blotting und DIG-Detektion (20 min Exposition): Pro
Reaktionsansatz & 30 pl wurden 50 ng (1), 100 ng (2), 150 ng (3), 200 ng (4) und 250 ng (5) U-DNA (hpap) und 1
pmol DIG-markierter Primer DIG-AP fiir die Fragmentsynthese (30 pl) verwendet. Nach Uracil-DNA-
Glycosylase-Verdau wurden je 8 pl der Probe aufgetragen. Spuren (M) zeigen Molekulargewichtsstandards.

Die Bereitstellung der DNA-Fragmente erfolgte durch eine PCR-dhnliche Reaktion mit
1 pmol Primer, 100 - 250 ng Template-DNA und Tag-Polymerase in einem Volumen von 30 pl,
der neben den Desoxynukleotiden jedes der vier Didesoxynukleotide zugegeben wurde.
Durch die Verwendung eines DIG-markierten Primers wurde die Detektion der
entstandenen DNA-Fragmente ermoglicht. Um {tiberfliissige Verwendung der U-DNA zu
vermeiden, wurde die Ausbeute der Fragmentsynthese in Abhdngigkeit der eingesetzten
Template-U-DNA in dem Bereich von 50 - 250 ng U-DNA (hpap) pro Reaktionsansatz getestet
(Abbildung 7). Die synthetisierten DIG-markierten Einzelstrang-DNA-Fragmente wurden in
einem denaturierenden Polyacrylamid-Gel (6%) aufgetrennt, auf Nylonmembran transferiert

und immunologisch tiber Chemilumineszenz detektiert.
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7. Ergebnisse zur Walk Through Rekombination

Gute Ausbeuten der Fragmentsynthese wurden mit 50 - 150 ng Template erzielt. Die
optimale Konzentration an Template-DNA betrug ca. 100ng. Die durchschnittliche
Fragmentldnge betrug zwischen 100 und 300 Nukleotide. Das hiefs, je nach Template-Linge
mussten Fragmentsynthese-Ansdtze von entsprechend vielen Primern durchgefiihrt werden.

Zum Beispiel: Bei einer Template-DNA-Lange von 1650 bp wurden je Elterngen Fragmente

von mindestens sechs Primern benétigt, um den gesamtem Template-Bereich abzudecken.

7.3. Entfernen der Template-DNA

Der UNG-Verdau wurde hinsichtlich der verwendeten Uracil-DNA-Glycosylase, der
eingesetzten Enzym-Menge, Temperatur und Dauer der Inkubation optimiert (Daten nicht
gezeigt). Das beste Ergebnis wurde mit einer hitzelabilen UNG und Inkubation von 4 h bei
37 °C erzielt (Abbildung 8). Zur Detektion wurde DIG-markierte U-DNA mit den Primern
DIG-AP und APxbaR hergestellt. Danach wurde 250 ng DIG-markierte U-DNA in der
Fragmentsynthesereaktion eingesetzt und anschliefend mit UNG verdaut. Dazu wurde
1 pl UNG (1U/pl) dem Reaktionsansatz direkt zugegeben, 4 h bei 37 °C inkubiert und 2 min
bei 95°C denaturiert, wobei auch die DNA an den abasischen Stellen thermolytisch
fragmentierte. Aliquots der U-DNA vor und nach dem Verdau wurden mittels Auftrennung
in einer 6 %-igen PAGE, Transfer auf Nylonmembran und chemilumineszenter Detektion

analysiert.

— 1650 nt

— 462nt

T 260t
— 190 nt
— 147nt

— 110nt

— 67nt

Abbildung 8 Entfernen der Template-DNA
Analyse mittels denaturierender PAGE (6 %), DNA-Blotting und DIG-Detektion (20 min Exposition): 250 ng DIG-
markierte U-DNA mit einer Grofie von 1650 bp (PCR mit den Primern DIG-AP und APxbaR und Plasmid pHPAP)
diente als Template der Fragmentsynthese (1) und wurde 4 h bei 37 °C mit Uracil-DNA-Glycosylase und 2 min bei
95 °C behandelt (2). Je 10 ul der Proben (entsprechend 85 ng U-DNA) wurden aufgetragen. Spuren (M) zeigen
Molekulargewichtsstandards.
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7. Ergebnisse zur Walk Through Rekombination

Die Template-DNA wurde mittels UNG-Verdau sehr effizient abgebaut. Bei der Analyse der
Abbauprodukte konnten nur Restmengen detektiert werden, die zudem kiirzer als

67 Basenpaare lang waren.

74. Reinigung der DNA-Fragmente

Die DNA-Fragmente mussten vor der Reassemblierungsreaktion von UNG-
Abbauprodukten, Primern, Nukleotiden und Salzen abgetrennt werden. Um moglichst viel
DNA fiir die Reassemblierung bereit zu stellen, wurde ein Reinigungsverfahren mit wenig
DNA-Verlusten benctigt. Hierzu wurden verschiedene Methoden zur Reinigung der
,,Fragmentleitern” getestet. Techniken, die auf Bindung der DNA an Silica-Materialen
beruhen, hatten hohe Ausbeuteverluste zur Folge (Daten nicht gezeigt). Bei der Verwendung
von Spin Column-Chromatographie mit Sephadex 200-Sdulenmaterial konnte keine DNA
wiedergefunden werden (Daten nicht gezeigt). Vermutlich wurde die Einzelstrang-DNA sehr
fest an die Materialen gebunden oder liefs sich aufgrund ausgepragter Sekundarstrukturen
nicht eluieren. Hinzu kommt, dass die eingesetzten DNA-Mengen weit unterhalb der

Bindungskapazitdten der verwendeten Sdulen lag.

1650 nt
1114/900 nt

n
501/489 nt
462 nt
404 nt

— 67nt

Abbildung 9 Reinigung der DNA-Fragmente
Analyse mittels denaturierender PAGE (6 %), DNA-Blotting und DIG-Detektion (20 min Exposition): In Spur (1)
sind 8 ul einer Uracil-DNA-Glycosylase-behandelten Fragmentsynthesereaktion, in Spur (2) ist ein entsprechendes
Volumen des Retentats nach Filtration des Ansatzes durch eine 100 kDa-Membran aufgetragen. Spuren (M)
zeigen Molekulargewichtsstandards.
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7. Ergebnisse zur Walk Through Rekombination

Schliefilich wurde zur Reinigung der , Fragmentleitern” die Filtration durch Cellulose-
Membranen mit Ausschlussgrenzen von 30 -100 kDa erfolgreich angewendet. Nach der
Herstellung DIG-markierter DNA-Fragmente und dem Verdau der U-DNA wurde der
gesamte Ansatz durch eine Membran mit 100 kDa Ausschlussvolumen filtriert (Microcon-
Zentrifugationsvorrichtungen der Firma MILLIPORE). Das Retentat wurde zweimal mit Wasser
gewaschen, indem es wieder durch die Membran zentrifugiert wurde. Aquivalente Aliquots
vor und nach der Filtration wurden mittels denaturierender PAGE (6 %), DNA-Transfer auf
Nylonmembran und DIG-Detektion analysiert (Abbildung 9). Nach der Filtration konnte ein
Grofsteil der DNA-Fragmente wiedergefunden werden. Kurze Fragmente, die kiirzer als
67 Nukleotide waren, konnten in diesem Schritt abgereichert werden. Ein Vergleich von
Membranen mit Ausschlussgrenzen von 30, 50 und 100 kDa zeigte nur geringe Unterschiede
bei der Abreicherung von kurzen DNA-Strangen (Daten nicht gezeigt). Ein der Filtration
vorangestellter ~ Denaturierungsschritt  zur  Auflosung  eventuell — ausgebildeter
Doppelstrangstrukturen zwischen Fragmenten oder UNG-Abbauprodukten (5 min 95 °C und
sofort auf Eis abkiihlen) fithrte zu keiner verbesserten Abreicherung der Abbauprodukte

(Daten nicht gezeigt).

Die Reinigung der ,,Fragmentleitern” erfolgte mittels Filtration durch Cellulose-Membranen.
Dieser Reinigungsschritt verlief ohne bemerkenswerte Ausbeuteverluste bei Fragmenten der

gewtinschten Grofse. Fragmente, die kiirzer als 67 Nukleotide waren, also auch Primer oder

UNG-Abbauprodukte, wurden weitgehend abgereichert.

7.5. Abbau der terminierenden Didesoxynukleotide und Reassemblierung

Die zu reassemblierenden Fragmente lagen gereinigt vor, allerdings trugen diese das
terminierende Didesoxynukleotid am 3’- Ende. Um die Fragment-Vielfalt zu erhalten, wurde
fir den Abbau des Didesoxynukleotids ein Verfahren angestrebt, welches einen
kontrollierten Abbau der DNA-Enden ermdglichte. Zunédchst wurde am Beispiel der Pfu-
Polymerase getestet, ob durch Verwendung einer DNA-Polymerase mit 3'-5’-Exonuklease-
Aktivitat dieser Abbau gleichzeitig mit der Reassemblierung erfolgen konnte. Auf diese
Weise konnten jedoch keine Reassemblierungsprodukte erhalten werden. Vermutlich war die
Pfu-Polymerase nicht in der Lage, das Didesoxynukleotid als falsches Nukleotid zu erkennen,
da kein Mismatch vorlag. Dieses Problem wurde aber durch die Verwendung eines
Enzymgemisches aus Tag-Polymerase und thermostabiler Exonuklease III (Taq/Exo)
umgangen. Die Exonuklease III ist eine Doppelstrang-3'-5"-Exonuklease, die aufgrund dieser
Aktivitdt erst nach dem Annealing der DNA-Fragmente, d.h. nachdem die DNA
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7. Ergebnisse zur Walk Through Rekombination

Doppelstrang-Strukturen gebildet hat, aktiv werden kann.

In Abbildung 10 ist die Reassemblierung von Fragmenten des HPAP-Gens unter Variation
der Mg?*-Konzentration von 1,5 - 3,5 mM zu sehen. Dazu wurde U-DNA mit den Primern
APhpaF und APxbaR und Template pHPAP synthetisiert. Sechs Primer dienten zur Synthese
der ,,Fragmentleitern”, wobei ein Primer eine DIG-Markierung besafs: Die Primer DIG-AP
und APxbaR banden jeweils an den Enden der 1650 bp-langen Template-DNA. Die zwei
komplementdren Primerpaare HPAPint1F, HPAPint1R, HPAPint2F und HPAPint2R banden
innerhalb der DNA-Sequenz an den Positionen 538 und 1119. Nach der Fragmentsynthese
folgte der UNG-Verdau und die Reinigung der vereinigten Reaktionsansitze tiber eine
Filtration durch eine 50 kDa-Membran.

15 25 35 mM MgCl,

e 11240t
s |— 489/502 nt
- 04 nt

Abbildung 10 Reassemblierung von HPAP bei verschiedenen Mg?*-Konzentrationen

Analyse mittels denaturierender PAGE (6 %), DNA-Blotting und DIG-Detektion (20 min Exposition): Zur
Reassemblierung von HPAP wurden , Fragmentleitern” unter Verwendung eines DIG-markierten Primers und 5
unmarkierten Primern synthetisiert, die Template-DNA mittels UNG-Verdau abgebaut und der Ansatz {iber
Filtration gereinigt. Die gereinigte DNA aus je 12 Fragmentsyntheseansitzen wurde im Reaktionsvolumen von
50 pl reassembliert. Je 22 ul des Reaktionsansatzes vor der Reassemblierung (1) und nach der Reassemblierung mit
1,5 mM (2), 25 mM (3) und 3,5 mM MgCl> (4) wurden auf das Gel aufgetragen. Spuren (M) zeigen
Molekulargewichtsstandards.

Um gentigend DNA bereitzustellen, wurde fiir die Reassemblierung jeweils die gesamte
DNA aus je zwolf gereinigten Fragmentsynthese-Ansédtzen verwendet. Die Reassemblierung
erfolgte wie im Methodenteil beschrieben, aber mit folgenden Besonderheiten: Es gab drei
Ansédtze mit 1,5, 2,5 und 3,5 mM MgCl, und die Annealing-Temperatur wurde schrittweise
erhoht. Das Annealing erfolgte je 15 Zyklen bei 40 °C, 45 °C und 50 °C, und zusétzlich
10 Zyklen bei 50 °C. Nach 40 Zyklen wurde erneut 1pl des Tag/Exo-Gemisches den
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7. Ergebnisse zur Walk Through Rekombination

Reaktionen zugegeben. Aliquots der Reassemblierungsprodukte sowie ein dquivalentes
Aliquot nicht reassemblierter Fragmente wurden mittels denaturierender PAGE (6 %), DNA-
Transfer auf Nylonmembran und DIG-Detektion analysiert. In Abbildung 11 ist das Ergebnis
der Detektion zu sehen. Die markierten Fragmente der drei Ansdtze konnten nach der
Reassemblierung auffallend verlingert werden. Das bedeutete, dass die Verwendung des
Enzymgemisches aus Tag-Polymerase und thermostabiler Exonuklease III den Abbau der
Didesoxynukleotide und die Verlingerung der DNA-Fragmente in einem Schritt
ermoglichte. In dem Ansatz mit 1,5mM MgClo konnte die deutlichste Bildung von

Reassemblierungsprodukten detektiert werden.

1.5 mM MgCl, 2.5 mM MgCl, 3.5 mM MgCl,
M 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 K

19329 bp

Ausgangs-

1489 bp fragment

1150 bp
925 bp

697 bp

421 bp

Abbildung 11 Amplifizierung der reassemblierten Produkte
Analyse mittels Agarose-Gelelektrophorese (1 %) und Ethidiumbromidfarbung: Jeweils 0,5 pl (1), 1 pl (2), 3 pl (3)
und 5 pl (4) der Reassemblierungsprodukte aus Abbildung 10 wurden amplifiziert (50 pl Reaktionsvolumen). In
Spur (K) wurde Kontroll-PCR mit Plasmid-Template aufgetragen. Je 5 ul wurden auf das Gel geladen. Spur (M)
zeigt den Molekulargewichtsstandard.

Jeweils 0,5, 1, 3 und 5 pl der Reassemblierungsprodukte wurden mit den Primern APhpaF
und APxbaR in einem Reaktionsvolumen von 50 ul amplifiziert. Die Analyse mittels
Agarose-Gelelektrophorese ist in Abbildung 11 dargestellt. In allen Spuren wurde DNA
detektiert, die tiber einen Grofienbereich von kiirzer als 421 bp bis ldnger als 19329 bp
erschien. Auf Hohe des Ausgangsfragmentes von 1650 Basenpaare war in allen Spuren
vermehrt DNA zu sehen, wobei diese Bande deutlicher war, wenn weniger

Reassemblierungsprodukt verwendet wurde.
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7. Ergebnisse zur Walk Through Rekombination

Durch die Verwendung des Taq/Exo-Gemisches konnte erfolgreich reassembliert werden.

Eine Erhohung der MgCl,-Konzentration tiber standardméfsig 1,5 mM fiihrte nicht zu einer

erhohten Produktausbeute.

7.6. Rekombination von ciap und hpap

Die prinzipielle Durchfiihrbarkeit der Walk Through Rekombination konnte bereits gezeigt
werden. Als néchstes sollte diese neue Methode mit zwei homologen Genen wiederholt
werden, um Rekombinationsereignisse anhand der Sequenz tiberpriifen zu konnen. Die Gene
fiir die Alkalischen Phosphatasen aus dem Kilberdarm (ciap) und aus humaner Plazenta
(hpap) sollten miteinander rekombiniert werden. Die Gene haben eine Ldnge von 1533 bp
bzw. 1524 bp und besitzen 81 % Sequenzidentitidt. Diese Unterschiede dienten als Marker fiir
Rekombinationsereignisse. Mit den Primern APhpaF und APxbaR, die Bindungsstellen im
Plasmid aufierhalb der Gensequenz besitzen, wurde U-DNA von beiden Genen synthetisiert,
welche jeweils eine Lange von ca. 1650 bp besaf. Die Erzeugung der Fragmente fiir das Gen
der HPAP erfolgte wie beschrieben (Abschnitt 7.2) mit sechs Primern. Fiir das Template ciap
wurden analog die Primer DIG-AP, APxbaR, CIAPintlF, CIAPintlR, CIAPint2F und
CIAPint2R verwendet. Die Bindungsstellen der Primer in der jeweiligen Template-DNA sind
in Abbildung 12 schematisch dargestellt. Die zwei aufierhalb der Gensequenz bindenden
Primer waren fiir beide Gene gleich. Jeweils zwei komplementédre Primerpaare binden
innerhalb der Gensequenzen. Nach der Fragmentsynthese erfolgte der Abbau der U-DNA.
Danach wurden die Reaktionsansdtze vereinigt und mittels Filtration durch eine 100 kDa-

Membran gereinigt.

Fiir die Reassemblierung (Reaktionen a - f) wurden verschiedene Annealing-Temperaturen,
DNA-Konzentrationen und Extensionszeiten getestet. Fiir den Reassemblierungsansatz (a)
wurde als Positivkontrolle nur DNA eines Templates, des HPAP-Gens, verwendet. In allen
anderen Ansdtzen wurden die Fragmente beider Templates in gleichen Verhiltnissen
gemischt. In den Ansétzen (b), (c) und (d) wurde die Annealing-Temperatur mit 45 °C, 50 °C
und 55 °C variiert. Ansatz (e) war eine Negativkontrolle, zur Reassemblierung wurde
anstelle des Tag/Exo-Gemisches die Pfu-Polymerase verwendet. Die Pfu-Polymerase ist nicht
in der Lage, die Didesoxynukleotide am 3’-Ende abzubauen (Abschnitt 7.5). Fiir Ansatz (f)
wurde die halbe Menge Fragment-DNA im Vergleich zu den anderen Reaktionen verwendet.
Fir Ansatz (g) galt eine verlingerte Extensionszeit von 2 min. Ansonsten wurden

standardmafSig 50 Zyklen von 1 min 95 °C Denaturierung, 1 min 45 °C Annealing und 30 sec
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7. Ergebnisse zur Walk Through Rekombination

72 °C Extension angewendet. Aufer in Reaktion (f) wurde die gesamte Menge aus je zwolf

gereinigten Fragmentsynthese-Ansatzen eingesetzt. Alle Ansétze enthielten 1,5 mM MgClo.

CIAP:

APhpaF CIAPint1F CIAPint2F
ATG TGA
5 ; 3
3 F 5
21 86 559 1141 1617 1650
0 538 1119 1634
CIAPint1R CIAPint2R APxbaR
HPAP:
APhpaF HPAPint1F HPAPint2F
ATG TGA
5 3
3 5
21 88 584 1186 1620 1648
0 562 1165 1632

HPAPint2R APxbaR

HPAPint1R

Abbildung 12 Schematische Darstellung der Primerbindungsstellen in den Alkalischen Phosphatasen
Die Primerbindungsstellen sind mafstabsgerecht als schwarze Pfeile eingezeichnet.

Die Reassemblierungsprodukte wurden nach Auftrennung mittels PAGE (6 %), DNA-
Transfer auf Nylonmembran und DIG-Detektion analysiert. Das Ergebnis ist in Abbildung
13 (A) zu sehen. In allen Proben, die mit dem Taq/Exo-Gemisch reassembliert wurden,
konnte Reassemblierungsprodukt detektiert werden, das tiber einen weiten Grofienbereich
von mindesten 400 bis zu grofier als 1650 Nukleotide erschien. In Probe (f), die weniger
Fragment-DNA enthielt, war eine distinkte Bande der richtigen Grofie von 1650 Nukleotide
zu sehen. Wie zu erwarten, war in der Kontrollreaktion (e) mit der Pfu-Polymerase keine

Grofienzunahme der Fragmente erkennbar.

Jeweils 0,5 und 3 pl, die nach 30 und 50 Zyklen Reassemblierung entnommen wurden,
dienten als Template einer Amplifzierungs-PCR (50 pl gesamt). Es wurden die Primer APhpaF
und APxbaR verwendet, die an beiden Elterngenen die gleiche Bindungsstelle besafien. Die
Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte in Abbildung 13 (B) zeigte, dass nach
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30 Zyklen aufier in den Proben (a) und (g) mit jeweils 3 ul Reassemblierungsprodukt als
Template kein PCR-Produkt amplifiziert werden konnte. Das Ausgangsfragment konnte
jedoch nach 50 Zyklen unabhidngig von den eingesetzten Mikrolitern an
Reassemblierungsprodukt als Template amplifiziert werden. Das beste
Amplifizierungsergebnis konnte bei der Reassemblierung der einzelnen hpap-Sequenz
erreicht werden. Die vergleichbare Reaktion (b) mit beiden Sequenzen ciap und hpap erzielte
weniger Produktausbeute. Wurden beide Sequenzen rekombiniert, konnte mit Probe (f) das
deutlichste Produkt der richtigen Grofie von 1650 bp amplifiziert werden, was das
Reassemblierungs-Gel von Abbildung 13 (A) bestitigte. Der Reassemblierungsansatz (e) mit
Pfu-Polymerase konnte, wie zu erwarten, nicht amplifiziert werden. Die dargestellten

Reassemblierungsergebnisse konnen folgendermafien zusammengefasst werden:

Fragmente nur eines Elterngens lieflen sich besser reassemblieren als Fragmente zweier
Elterngene mit 81 % Sequenzidentitdt. Die Erhohung der Annealing-Temperatur oder die
Verldngerung der Extensionszeit fiihrte zu keiner weiteren Erhohung der Produktausbeute
im Vergleich zum Standard-Ansatz. Durch die Verwendung von weniger Fragment-DNA
konnte mehr spezifisches Reassemblierungsprodukt erhalten werden. Dieses

Reassemblierungsprodukt wurde fiir eine anschlieflende Klonierung mit Sequenzdaten-

analyse ausgewdhlt.

68



7. Ergebnisse zur Walk Through Rekombination

(A)

Ausgangs- _|
fragment

1650 nt
1114 nt
900 nt
692 nt

501/498 nt
462 nt
404 nt
320 nt

260 nt
242 nt

190 nt

(B) 0.5 pl Reassemblierungsprodukt 3 pl Reassemblierungsprodukt
M a b c d e t g a b ¢ d e ft g

30 Zyklen
Reassemblierung

19329 bp

663388

Ausgangs-
fragment

50 Zyklen

Reassemblierung

19329 bp
Ausgangs-
fragment
Abbildung 13 Reassemblierung von ciap und hpap unter Variation von Annealing-Temperatur, Extensionszeit und Fragment-

Menge

(A) Analyse mittels denaturierender PAGE (6 %), DNA-Blotting und DIG-Detektion (1 min Exposition): Zur
Reassemblierung von ciap und hpap wurden , Fragmentleitern” unter Verwendung eines DIG-tragenden Primers
und je 5 unmarkierten Primern synthetisiert, die Template-DNA mittels UNG-Verdau abgebaut und der Ansatz
iiber Filtration gereinigt. Die gereinigten Fragmente aus je 12 Fragmentsyntheseansitzen wurden unter
verschiedenen Bedingungen reassembliert (50 pl): (a) nur hpap, (b) Annealing-Temperatur 45 °C, (c) Annealing-
Temperatur 50 °C, (d) Annealing-Temperatur 55 °C, (e) Reassemblierung mit Pfu-Polymerase, (f) Verwendung der
halben Menge Fragmente, (g) verlingerte Extensions-Zeit von 2 min. Je 6 ul des Reassemblierungsansatzes wurde
auf das Gel aufgetragen. (B) Analyse mittels Agarose-Gelelektrophorese (1 %) und Ethidiumbromidfarbung: Nach
30 und 50 Zyklen Reassemblierung (siehe Abbildung 13 (A)) wurden jeweils 0,5 pl und 3 pl entnommen und
amplifiziert Je 5ul wurden auf das Gel geladen. Spuren (M) beider Abbildungen zeigen
Molekulargewichtsstandards.
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7.7. Sequenzdatenanalyse der Reassemblierungsprodukte

Das Reassemblierungsprodukt (f) der zwei homologen Gene hpap und ciap (siehe Abschnitt
7.5) wurde amplifiziert, gelelektrophoretisch von unspezifischen Nebenprodukten getrennt
und aus dem Gel extrahiert. Die Amplifizierungsprimer APhpaF und APxbaR schlossen am
3’-Ende direkt an die Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsenzyme Hpal und Xbal an.
Die Klonierung tiber diese Restriktionsschnittstellen in entsprechend gespaltenen und
dephosphorylierten Vektor pHPAP blieb ohne Erfolg. Alternativ wurde das gereinigte PCR-
Produkt mittels Topoisomerase iiber Einzel-3'Desoxyadenosin-Uberhinge in den pCR®-XL-
TOPO®-Vektor ligiert und in chemisch kompetente E. coli XL1-Blue-Zellen transformiert. Bei
geringer Transformantenzahl (bis 50 je 100 ul Ansatz) wurden insgesamt 29 Klone mittels
Plasmidprédparation und Restriktionsanalyse mit Hpal und Xbal auf Insertgrofie analysiert.
Die Halfte der Transformanten trug das zu erwartende Insert (ca. 1650 bp), ein Transformant

besafs ein ca. 500 bp-Insert, alle anderen keines.
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Abbildung 14 Sequenzdatenanalyse der Rekombinationsprodukte
Graphische Darstellung der Sequenzidentidt (Sequenzunterschiede sind schwarz gekennzeichnet) mit den
Positionen der Rekombinationsereignisse, Punktmutationen, Deletionen sowie der prozentuale Anteil der ciap-
Sequenz in allen analysierten Reassemblierungsprodukten.

Insgesamt 13 Klone, auch der Klon mit verkiirztem Insert, wurden mittels Primer Walking
vollstandig sequenziert. In Abbildung 14 ist ein Uberblick tiber die Rekombinationsorte
sowie Mutationen und Deletionen in den Klonen dargestellt. Im Anhang (Abbildung 30) ist

ein Sequenz-Alignment dieser Klone abgebildet.

In allen Klonen konnte anhand der Sequenzunterschiede zu den Elterngenen auf

Rekombinationsereignisse geschlossen werden, die tiber die gesamte Gensequenz verteilt
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waren. Orte erhohter Rekombinationsanzahl von 3-4 waren von mindestens einer Seite mit
Regionen hoher Sequenzidentitdt flankiert. Es gab keine auffillige Haufung von
Rekombinationen in Primernidhe. In den chimidren Genen wurden aufierdem Mutationen und

Deletionen entdeckt.

(A

CIAP GCACGGCGTGCAGCGAGACCTTGTGCGCAATCATGGCCTT
HPAP TCACGGCGTGCAGCCAGACCTTATACGCAGTCATGGCCTT
AP4 GCACGGCGTGCAGCGAGACCTTATACGCAATCATGGCCTT
(B)

CIAP CTCCATCCTC

HPAP GGTCCTCCTA

AP9 GGCCCTCCTA

©)

CIAP AATGCCATCGCC

CIAP GACGCCATTGAG

AP8 GACGCCATCGAG

Abbildung 15 Rekombinationsabstinde

Beispiele fiir dicht beieinander liegende Rekombinationsabstidnde: Sequenzunterschiede sind mit Farbkodierung
gekennzeichnet: (A) Der Abschnitt, in dem das erste Rekombinationsereignis stattgefunden hat, betragt 9 bp, fiir
das zweite Rekombinationsereignis 7 bp. Der Abstand zwischen beiden Rekombinationsereignissen betragt eine
nicht zu ermittelnde Zahl zwischen 4 und 18 bp. (B) Die Abschnitte der Rekombinationsereignisse sind 1 und 2
bp, der Abstand zwischen beiden Ereignissen 2-3 bp lang. (C) Die Abschnitte der Rekombinationsereignisse sind 6
und 2 bp, der Abstand zwischen beiden Ereignissen 3-8 bp lang. Bei Beispielen (B) und (C) ist die
Sequenzinderung moglicherweise nicht auf Rekombination sondern auf Mutation zuriickzufiihren.

Der Anteil des HPAP-Eltergens iiberwog in den reassemblierten Sequenzen. Am 5-Ende
einiger Klone wurden sich wiederholende Sequenzen des Primers APhpaF entdeckt. Da diese
Sequenzwiederholungen nicht am 3’-Ende der Reassemblierungsprodukte gefunden wurden,
konnte man davon ausgehen, dass es sich um ein Sequenz-spezifisches Problem handelt und
nicht typisch fiir diese Rekombinationsmethode war. Allerdings konnte diese Beobachtung

eine Erkldrung fiir aufgetretenen Schwierigkeiten der Klonierung liefern.
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Lagen zwei mogliche Rekombinationsereignisse sehr dicht beieinander, war nicht
auszuschliefden, dass es sich nicht um Rekombination, sondern um Punktmutation handelte.
Das soll an drei Beispielen veranschaulicht werden, die bei der Auswertung der
Sequenzdaten entdeckt wurden. In Abbildung 15 wurden Ausschnitte aus Sequenz-
Alignments der Rekombinationsklone mit den Elternsequenzen abgebildet. In Beispiel (A)
konnte anhand der Sequenz tatsdchlich von zwei Rekombinationsereignissen ausgegangen
werden, die innerhalb eines Abstandes von 4bp - 18 bp stattgefunden haben: Die
Klonsequenz begann mit der ciap-Sequenz, wie anhand von zwei Positionen mit
Sequenzunterschieden nachgewiesen werden konnte. Danach wechselte die Klonsequenz zur
hpap-Sequenz (wieder an zwei Positionen mit Sequenzunterschieden zu erkennen). Der
genaue Ort dieses Rekombinationsereignisses konnte nicht ermittelt werden, da sich
zwischen beiden ,, Markern” ein acht Basenpaar langer Bereich identischer Sequenz befand.
Nach weiteren sechs Basen identischer Sequenz konnte wieder ein Rekombinationsereignis
ermittelt werden. Wie an zwei Positionen mit Sequenzunterschied zu sehen, war die Sequenz

des Klons zur ciap-Sequenz gewechselt.

' Der kiirzeste Abstand wischen zwei Rekombinationsereignissen betrdgt nachweislich nur

- 18 bp, eventuell sogar nur vier bp.

Die Rekombinationsabstdnde in den Beispielen (B) und (C) sind moglicherweise noch
geringer: In diesen Beispielen betrugen die Abstinde zwischen zwei Rekombinations-
ereignissen 2 bp - 3 bp bzw. 3 bp - 8 bp. Allerdings konnten diese Sequenzdnderungen auch
durch einzelne Punktmutationen eingefiihrt worden sein. Das konnte anhand der Sequenz
nicht nachgewiesen werden, da als Marker fiir die Rekombinationsereignisse jeweils nur eine
einzelne Position des Sequenzunterschieds verwendet werden konnte. Fiir die Betrachtung
solcher Fille musste man folglich davon ausgehen, dass entweder zwei Rekombinationen

oder eine Punktmutation stattgefunden hatten.

In Tabelle 5 wurden die Ergebnisse der Sequenzdatenanalyse zusammengefasst. Sieben
Klone trugen Deletionen. Das heifst, sieben der 13 Klone kénnen nicht fiir funktionsfahiges
Protein codieren. Zum jetzigen Zeitpunkt ist ungeklart, ob die Deletionen auf die verwendete
Rekombinationsmethode zuriickzufithren sind. Fiir die Zdhlung der Rekombinations-
ereignisse und Punktmutationen im oben dargestellten Zweifelsfall wurde in den Spalten (A)
unter Annahme von Punktmutationen und in den Spalten (B) unter Annahme von

Rekombinationsereignissen vorgegangen.
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Tabelle 5 Sequenzdatenanalyse der Rekombinationsprodukte
An einigen Positionen ist unklar, ob dicht beieinander liegende Rekombinationsereignisse oder Mutationen
vorliegen. Hier wurde einmal unter Annahme von Mutationen (A) und das andere Mal unter Annahme von
Rekombinationen (B) gezahlt.

Klon Rekombinationen Punktmutationen Deletionen
(A) () (A) B)

AP1 3 5 2 1 1bp

AP2 4 4 4 4

AP3 6 6 5 5

AP4 7 11 8 6 1bp

AP5 3 3 5 5 28 bp

AP6 2 2 4 4

AP7 2 2 1 1 verkiirzt (540 bp)

AP8 4 6 4 3

AP9 5 7 5 4

AP10 8 12 6 4

AP11 1 1 4 4 2 bp

AP12 2 2 7 7 1bp

AP13 5 7 6 5 1bp

Durchschnitt 2,7 /kb 3,5/kb 3,2/kb 2,8/kb

In allen 13 analysierten Klonen konnten Rekombinationsereignisse ermittelt werden. Die
durchschnittliche Anzahl betrug je nach Einzelfallbetrachtung zwischen 2,7 und 3,5 pro
Kilobasenpaar, die beste beobachtete Anzahl betrug 8 bis 12 pro Gen (bzw. 4,8 bis 7,3 pro
Kilobasenpaar). Die Rate an Spontanmutationen betrug, wieder je nach Einzelfall-
betrachtung, durchschnittlich 3,2 bis 2,8 pro kbp.
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8. Ergebnisse zur Creatinase

8.1. Mutagenese der Creatinase

Aus genannten Griinden (siehe Abschnitt 5.15) sollte die thermische Stabilitdt der Creatinase
aus Erwinia spec. auf einen apparenten Schmelzpunkt Tm@pp) von mindesten 63 °C. erhoht
werden. Zur Optimierung wurden Zufallsmutagenesen mittels fehlerhafter PCR, Sattigungs-

mutagenesen und ortsgerichtete Mutagenesen verwendet.

Wildtyp Creatinase aus

Erwinia sp.
1. mutagene PCR mPCR
(ca. 3000 Klone) Y
CTim7
CTim24

2. mutagene PCR |

(ca. 3000 Klone) mPCR sM
Sattigungsmutagenese
(ca. 200 Klone je
Position)

CT2m9 CTqc2
CT2m10

Ortsgerichtete Mutagenese

CTsd2
CTsd7

Abbildung 16 Uberblick zur Herstellung der Creatinase-Mutanten

Nach Zufallsmutagenese der Wildtyp-Creatinase mittels fehlerhafter PCR wurden aus ca. 3000 Klonen zwei
Mutanten CT1m?7 und CT1m?24 identifiziert. CT1m?24 diente als Ausgangsklon fiir die Herstellung einer zweiten
3000 Klone umfassenden Mutantenbibliothek, aus welcher zwei Mutanten CT2m9, und CT2m10) isoliert wurden.
Die in diesen vier Klonen identifizierten Aminosdureaustausche wurden mittels Sittigungsmutagenese
permutiert, wobei ein weiterer Aminosaureaustausch in Mutante CTqc2 erhalten wurde. Mittels ortsgerichteter
Mutagenese wurden schliefllich die erhaltenen Sequenzinformationen miteinander kombiniert (CTsd2 und
CTsd7).
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Eine Ubersicht zur Herstellung der Mutanten ist in Abbildung 16 zu sehen. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 6 zusammengefasst sowie in Abbildung 17 graphisch dargestellt.
Standardabweichungen und Standardfehler der zu Grunde liegenden Proteinbestimmungen,
Km- und Vima-Berechnungen sowie die Zwischenergebnisse sind im Anhang (Tabelle 10)
ersichtlich. Die Generierung der Mutanten wird in den folgenden Abschnitten 8.1.1 - 8.1.5

ausfiihrlich beschrieben.

Tabelle 6 Vergleich der Creatinase-Mutanten hinsichtlich enzymatischer Effizienz und Stabilitit
Standard-Abweichungen und -Fehler der zu Grunde liegenden Proteinbestimmungen, Kwm- und Vimax-
Berechnungen sowie Zwischenergebnisse sind im Anhang (10) ersichtlich: (Km) Michaelis-Menten-Konstante.,
(keat) Katalysekonstante, (Tm@pp)) apparenter Schmelzpunkt.

Position/ 59 130 203 395 K Kea/Knmt SA Tniapp)
Aminosidure [mM] [mMol! x s1] [U/mg] [°C]
CTwt F N M F 4,2 3,13 x 1004 7,8 58
CT1m7 Y N M F 2,9 2,22 x 1004 39 59
CT1m24 F D M F 74 2,43 x 100+ 9,9 59
CT2m9 F D \% F 6,2 1,43 x 1004 51 63
CT2m10 F D M L 31 2,80 x 104 52 59
CTqc2 W D M F 6,9 2,26 x 1004 8,6 63
CTsd2 F D \Y L 2,2 2,74 x 1004 3,6 62
CTsd7 \ D \% L 2,0 3,30 x 1004 4,0 66
0,0180 67
— 0,0160 - - 66 == k,/Ky
—
‘I_L‘u 0,0140 - [ r 65 — TM(app)
=)
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x F63 =
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Abbildung 17 Vergleich der Creatinase-Mutanten hinsichtlich Effizienz (ke./Km)und Stabilitit (Tmapp)
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8.1.1.  Erste Mutantengeneration

Das 1,2 kb lange Gen der Wildtyp-Creatinase wurde unter Verwendung der Primer ECF 21
und HIR 21 mittels fehlerhafter PCR mutagenisiert. Das PCR-Produkt wurde in den Vektor
pCA3 kloniert (Restriktionsendonukleasen EcoRI und HindIll) und in E.coli HB101
transformiert. Ungefdhr 60 % der erhaltenen Klone zeigten Creatinase-Aktivitdt. Eine 3000
Klone umfassende Mutantenbibliothek wurde in Mikrotiterplatten auf erhchte thermische
Stabilitdt der Creatinase getestet. Dies erfolgte durch Messung der Enzymaktivitdt eines
Aliquots nach einer Hitzebehandlung von 40 min bei 50 °C im Vergleich zu einem
unbehandelten Aliquot. Eine mogliche Renaturierung nach Abkiihlung der hitzebehandelten

Creatinase-Proben konnte ausgeschlossen werden.

Aus insgesamt neun Klonen wurde das Protein isoliert, der Km-Wert bestimmt und ein
Stabilitdtstest durchgefiihrt. Die Proteine wurden dazu mit einer Volumenaktivitit von
32 U/ml fiir 24 h bei 42 °C in 30 mM TAPS, pH 8.1 mit Detergens (Puffer R1 des CREA PLUS-
Tests der Firma ROCHE DIAGNOsTICS GMBH) inkubiert. Die Enzymaktivitdten der inkubierten
Creatinasen wurden im Vergleich zu einer bei 4 °C inkubierten Probe bestimmt. Zwei Klone
CT1m7 und CT1m?24 zeigten nach der Inkubation bei 42 °C erhohte Restaktivitdten (ca. 80 %)
im Vergleich zum Wildtyp (50 %). Die apparenten Schmelzpunkte (DSC-Analyse) der
Mutanten CT1m7 und CT1m?24 waren ein Grad hoher als fiir den Wildtyp (Tmpp) = 58 °C).
Beide Mutanten trugen je einen Aminosdureaustausch: CT1m?7 trug die Mutation Phe59Tyr
und CT1m24 die Mutation Asn130Asp. Diese Mutationen fiihrten neben der Erhohung der
thermischen Stabilitdt auch zur Verdnderung der enzymatischen Eigenschaften: Die Effizienz
der Enzyme, ausgedriickt als kei/Km-Wert, verringerte sich von 3,13 x 10% auf 2,22 x 10%
bzw. 2,43 x 10% [mMol! x s1]. Dies war aufSerdem mit Verdnderungen der Ky-Werte von 4,2
auf 2,9 bzw. 7,4 [mM] verbunden.

Eine mittels ortsgerichteter Mutagenese durchgefiihrte Kombination von Mutationen
Phe59Tyr und Asn130Asp zu einer Doppelmutante fiihrte zu einer thermolabilen Creatinase-

Variante3.

8.1.2. Zweite Mutantengeneration

Aus der ersten Mutantengeneration konnten zwei Creatinase-Varianten CI1m7 und CT1m?24
mit erhohter thermischer Stabilitidt identifiziert werden. Im Gegensatz zur Mutante CT1m?24
neigten Wildtyp und Mutante CT1m7 zur Aggregationsbildung. Deshalb wurde Mutante
CT1m24 als Target fiir weitere Optimierungen gewédhlt. Gemdfs dem ersten Gesetz der
gerichteten Evolution ,, You get what you screen for” (YOU & ARNOLD, 1996) wurde die erhohte

3 Relativmessung in anderem System, deswegen nicht in Tabelle 6 aufgefiihrt
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thermische Stabilitdit in CT1m24 auf Kosten der im Screening-System nicht beachteten
enzymatischen Effizienz erhcht. Um die enzymatische Effizienz, ausgedriickt als kecat/Kwm-
Wert, wieder zu erhohen, wurde in den darauf folgenden Mutagenese-Experimenten sowohl
auf thermische Stabilitdt als auch auf Enzymaktivitdt bei Substratlimitation , gescreent”.
Direktes Screening auf kca/Km-Werte mit E. coli-Zellextrakten war nicht moglich, da zur
Bestimmung dieses Parameters gereinigtes Protein notwendig wéare. Das Km-Wert-Screening
erfolgte tiber die Bestimmung der relativen Restaktivitdt bei Substratlimitation (siehe
Abschnitt 6.7.1.).

Die zweite Mutantengeneration wurde wie die erste Mutantengeneration mittels fehlerhafter
PCR generiert. Die DNA wurde in E. coli XL1 Blue transformiert. Ungefdhr 60 % der Klone
zeigten enzymatische Aktivitdt. Ungefdhr 3000 Klone wurden auf Enzymaktivitdt bei
Substratlimitation und thermische Stabilitdt , gescreent”. Insgesamt 18 Klone, die im
Screening gute relative Restaktivitdten zeigten, wurden als Schiittelkultur angezogen, um die
Ergebnisse im Rohextrakt zu verifizieren. Zu diesem Zweck erfolgte eine Bestimmung der
relativen Restaktivitdt im Rohextrakt nach 16 min Inkubation bei 54 °C sowie eine Ky-Wert-
Bestimmung. Nach Sequenzdatenanalysen der Klone konnten schliefdlich zwei optimierte
Mutanten identifiziert werden, die jeweils einen weiteren Aminosdureaustausch besafsen. Die
,,Temperatur-Mutante” CI2m9 trug die Mutation Met203Val und besafs eine um 4 °C
erhohte thermische Stabilitét (Tmapp) = 63 °C) im Vergleich zum Elternklon CT1m24. Die ,,Kwu-
Mutante” CIT2m10 (Phe395Leu) wies im Vergleich zum Elternklon CTIm24 einen
verminderten Kv-Wert (von 7,4 auf 3,2 mM) und einen erhdhten keai/Km-Wert (von 2,43 x
10% auf 2,80 x 10% mMol-! x s1) auf.

8.1.3.  Ortsgerichtete Mutagenese: CTsd2

Im Screening der zweiten Mutantengeneration konnten eine ,, Temperatur-Mutante” (CT2m9)
und eine ,, Ky-Mutante” (CT2m10) mit optimierten Eigenschaften identifiziert werden. Beide
Creatinase-Varianten trugen je einen Aminosdure-Austausch. Diese Aminosduren wurden
mittels ortsgerichteter Mutagenese in die Creatinase CT1m24 eingeftihrt, um eine
Kombination der optimierten Eigenschaften zu erhalten. Die resultierende Mutante CTsd2
vereinte gute thermische Stabilitdt (Tmpp) =62 °C) mit guten enzymatischen Eigenschaften
(Km =2,2 mM, keat/ Knm = 2,74 x 10% [mMol! x s1].

8.14. Sittigungsmutagenese

Aus dem Screening von zwei Mutantengenerationen konnten vier Aminosdurepositionen

bestimmt werden (siehe Abschnitt 8.11 f), die wichtig fiir Stabilitdt und enzymatische
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Aktivitdt der Creatinase waren. Im ndchsten Schritt sollte mittels Sattigungsmutagenese
(Permutation von Aminosduren) getestet werden, ob der Einbau anderer Aminosduren in
diesen Positionen zur weiteren Erhohung der gewtinschten Eigenschaften fiihren konnte.
Insgesamt wurden im Wildtyp die Positionen 59 und 130 und in Mutante CT1m?24 die
Positionen 59, 203, und 395 permutiert. Aus jedem Mutationsansatz wurden ca. 200 Klone auf
thermische Stabilitdt und Enzymaktivitdt bei Substratlimitation ,,gescreent”. Die Ergebnisse

wurden mit Rohextrakten von Schiittelkulturen wie in Abschnitt 8.1.2 beschrieben verifiziert.

Es konnte ein Aminosdureaustausch identifiziert werden, der zur thermischen Stabilisierung
fithrte: Mutante CTqc2, entstanden durch die Einfiihrung eines Tryptophans an Position 59
des Elternklons CT1m?24, besitzt einen um 4 °C hoheren apparenten Schmelzpunkt
(Tmpp) = 63 °C) als ihr Elternklon.

8.1.5.  Ortgerichtete Mutagenese: CTsd7

Der mittels Sattigungsmutagenese identifizierte Austausch Phe59Trp, der zu einer deutlichen
thermischen Stabilisierung von CT1m?24 fiithrte, wurde mittels ortsgerichteter Mutagenese in
Mutante CTsd2 eingefiihrt. Die resultierende Mutante CTsd7 verfuigte iiber einen weiter
erhohten apparenten Schmelzpunkt Twm@pp) von nun 66 °C sowie {iber effizientere
enzymatische Eigenschaften (Km =2,0 mM; keat/Km = 3,30 x 10% mMol! x s1) im Vergleich
zum Elternklon. Die Aminosdureaustausche Phe59Trp, Asn130Asp, und Met293Val bewirken

eine nahezu additive Erh6hung des apparenten Schmelzpunktes Taapp).

Mit einer Kombination von zufélliger und ortsgerichteter Mutagenese konnte die thermische
Stabilitdt der finalen Creatinase-Mutante CTsd7 im Vergleich zum Wildtyp aus Erwinia spec.
um 8°C auf den apparenten Schmelzpunkt Twmpp) =66 °C erhoht werden. Da einige
Mutationen zur Thermostabilisierung negativ die enzymatischen Eigenschaften
beeinflussten, wurden parallel der Km-Wert bzw. der kcat/Kwy-Wert beobachtet und
optimiert. Mutante CTsd7 zeigte die gleiche Effizienz wie der Wildtyp bei der Umsetzung
des Substrats Creatin (kcat/Kwm = 3,30 x 10% mMol! x s1) bzw. eine Abnahme des Ky-Wertes
von 4,2 mM auf 2,0 mM Creatin.

8.2. Isolierung rekombinanter Creatinase aus E. coli

8.2.1. Proteinreinigung

Die Wildtyp-Creatinase und ihre Mutanten wurden in E.coli HB101 als cytoplasmatische

Proteine exprimiert. Zur Expression des Proteins wurde der mgl-Promotor verwendet, der
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einer Katabolit-Repression durch Glucose oder anderen Kataboliten unterliegt. Der mgl-
Promotor wurde durch Animpfen der Vorkultur in LB-Amp-Medium ohne Zuckerzusatz
induziert. Nach dem Zellwachstum bei 37 °C wurden die Bakterien pelletiert und mittels
Hochdruckdispersion aufgeschlossen. Im Zellrohextrakt enthaltene chromosomale DNA
wurde durch Zusatz von 0,1 - 0,5 % (w/v) des Anionenaustauschers Polymin G20 gebunden
und zusammen mit den Zelltriimmern sedimentiert. Die Konzentration an Polymin G20
wurde mit Vorproben optimiert. Mit dem klaren Uberstand nach der Polyminabtrennung
erfolgte eine Chromatographie an DEAE-Sepharose. Die Creatinasen konnten aufgrund ihres
niedrigen pl-Wertes von 5,0-5,3 (Berechnung mit dem Programm AAMWT) an den
schwachen Anionenaustauscher gebunden und mit steigenden NaCl-Gradienten bei ca.
0,2M NaCl von der Sdule eluiert werden. Im Anschluss daran wurde eine hydrophobe
Interaktionschromatographie durchgefiihrt. Das Protein wurde in 1 M (NH4)2SO4 auf eine
Phenylsepharose aufgezogen und in einem linearen Gradienten bei ca. 0,8 M (NH4)25O4
eluiert. Zur Abtrennung von Aggregaten wurde das Protein zusédtzlich tiber prédparative
Gelfiltrations-Chromatographie an einer Superdex 200 gereinigt. Die Creatinasen eluierten

als Einzelpeak.

Abbildung 18 =zeigt ein Coomassie-gefdrbtes Polyacrylamid-Gel mit Proben der
Reinigungsschritte am Beispiel der Wildtyp-Creatinase. Die Ausbeuten der Reinigungs-
schritte sind in Tabelle 7 aufgelistet. Aus 11 Schiittelkultur konnten 64 mg Wildtyp-

Creatinase isoliert werden.

M 1 2 3 4
200 kDa —
116.3 kDa —{ we
97.4kDa | .
66.3 kDa —— S ——
55.4 KDA —— e i e
36.5 KDa —| e R
F Creatinase
31 kDa — ey "
14.4kDa —| "=
GKDg — eSS 000000 |

Abbildung 18 Proteinisolierung
Coomassie-gefdarbtes Polyacrylamid-Gel mit Proben der Reinigung von Wildtyp-Creatinase, exprimiert in E. coli
HB 101. Spuren: (M) Molekulargewichtsstandard, (1) Rohextrakt, (2) Uberstand der Polyminabtrennung, (3)
Elution von DEAE-Sepharose und (4) Elution von Phenylsepharose.
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Tabelle 7 Proteinisolierung
Ausbeuten der Reinigungsschritte am Beispiel rekombinanter Wildtyp-Creatinase aus 1 1 Schiittelkultur
(exprimiert in E. coli HB101)

Reinigungsschritt Creatinase- Creatinase- Protein Spezifische
Aktivitit Aktivitit Aktivitit
Zellaufschluss 1,57 kU 100 % n.b. n.b.
Polyminabtrennung 1,45 kU 92 % 692 mg 21U/mg
DEAE-Sepharose 1,10 kU 65 % 174 mg 6,3 U/mg
Phenyl-Sepharose 0,77 kU 49 % 94 mg 8,2U/mg
Superdex 200 0,57 kU 36 % 64 mg 9,0U/mg

8.2.2.  Identitit und Homogenitit von Wildtyp-Creatinase und Mutante CTsd7

Die Identitdt und Homogenitdt von Wildtyp-Creatinase und Mutante CTsd7 wurde mittels
ESI-Massenspektrometrie analysiert. Die Auswertung der MS-Spektren (Abbildung 19) ergab
die Existenz zweier Spezies fiir den Wildtyp. 90 % des Wildtyp-Proteins besaflen die
Molekiilmasse von 45928 Da, welche um 0,02 % von der berechneten Masse von 45917 Da
abweicht. Die Fehlerrate lag gemdfs der Spezifikation des verwendeten Gerdtes im Rahmen
der Mefigenauigkeit fiir Proteine dieser Grofie. Eine zweite Spezie mit 10 %-igem Anteil
zeigte eine um 132 Da geringere Molekiilmasse. Diese Differenz entspricht ungefdhr einem
Methioninrest (131 Da). Die N-terminale Sequenzierung bestdtigte die korrekte Sequenz des

Proteins.

Die ESI-MS-Analyse der Mutante CTsd7 ergab einen Hauptpeak (ca. 85 %) bei 45916 Da und
einen um 25 Da kleineren Nebenpeak (ca. 15 %) bei 45891 Da. Diese Differenz entspricht
ungefdhr der Molekiilmasse eines Natrium-Molekiils (23 Da) und weifst darauf hin, dass der
Hauptpeak einem Natrium-Addukt des Proteins entspricht. Natrium-Addukte konnen
entstehen, wenn Natrium-haltige Puffer fiir die Isolierung von Proteinen verwendet wurden.
Der Natrium-freie Nebenpeak weicht um nur 0,04 % von der berechneten Molekiilmasse von
45911 Da ab und entspricht im Rahmen der experimentellen Mefigenauigkeit dem erwarteten
Wert.
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Abbildung 19 ESI-MS-Spektren von Wildtyp-Creatinase und Mutante CTsd7
(nach MAX-ENT-Uberarbeitung)

Die Homogenititen von Wildtyp-Creatinase und Mutante CTsd7 wurden mittels
analytischer Ultrazentrifugation untersucht. Dazu wurden Sedimentationsgeschwindigkeits-
laufe (40000 U/min) mit Protein durchgefiihrt, das 24 h bei 20 °C mit einer Konzentration
von 0,3 mg/ml in 20 mM Na-Phosphat-Puffer (pH 7) inkubiert worden war (siehe Abschnitt
8.3.4, Abbildung 27). Beide Creatinasen sedimentierten als homogene Spezies. Die
Sedimentations-Koeffizienten s betrugen ftir den Wildtyp 5,35 S und fiir die Mutante 5,26 S.
Diese waren im Rahmen des Messfehlers identisch. Die apparenten Molekulargewichte
Mi@pp) betrugen 89110 Da bzw. 82250 Da. Da die anhand der Aminosduresequenz
berechneten Grofien M der Untereinheiten 45917 Da bzw. 45891 Da betrugen, konnte gezeigt

werden, dass beide Proteine unter diesen experimentellen Bedingungen als Dimer vorlagen.

Mittels ESI-Massenspektrometrie konnte fiir Wildtyp-Creatinase und Mutante CTsd7 das
erwartete Molekulargewicht bestédtigt werden. Mit Sedimentationsgeschwindigkeitsldufen

wurde gezeigt, dass beide Proteine homogen als Dimer vorlagen.

8.3.  Vergleich der Wildtyp-Creatinase mit Mutante CTsd7

Die Wildtyp-Creatinase aus Erwinia spec. und die optimierte Mutante CTsd7 unterschieden
sich in vier Aminosduren, die eine Erhchung des apparenten Schmelzpunktes Tyapp) von
58 °C auf 66 °C sowie eine Verringerung des Kv-Wertes von 4,2 auf 2,0 mM bewirkten. Mit
folgender vergleichender Charakterisierung sollte untersucht werden, worauf die Anderung

der betrachteten Eigenschaften zurtickzuftihren war.
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8.3.1. Thermische Entfaltung

Die thermische Entfaltung der Creatinasen wurde mittels Differential Scanning-Kalorimetrie
(DSC) verfolgt, welche die Anderung der partiellen Warmekapazitit ¢, in Abhéngigkeit von
der Temperatur aufzeichnet. Der Wildtyp wurde zunédchst auf Reversibilitdt der Entfaltung
getestet. Dazu wurden zwei aufeinander folgende Messungen bei einer Proteinkonzentration
von 1 mg/ml in 20 mM Natrium-Phosphat (pH 8) durchgefiihrt. Zuerst wurde die Probe mit
einer Autheizrate von 1 °C/min von 10 °C auf 65 °C erwdrmt. Wie in Abbildung 20 zu sehen
ist, wurde ein Signal bei Twmpp) = 58 °C erhalten. Danach wurde die Probe abgekiihlt und
wieder erhitzt. Innerhalb der zweiten Messung wurde kein Signal detektiert. Die thermische
Entfaltung des Wildtyps erfolgte also irreversibel. DSC-Messungen mit Mutante CTsd7
ergaben, dass ihre thermische Entfaltung ebenfalls irreversibel war (Abbildung 20). Der
Schmelzpunkt Twmpp) von Mutante CTsd7 betrug 66 °C.
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Abbildung 20 DSC- Analysen der thermischen Entfaltung
Fiir die Messungen der partiellen molaren Warmekapazitit wurde 1 mg/ml Creatinase in 20 mM Natrium-
Phosphat-Puffer (pH 8) in zwei aufeinander folgenden Messungen von 10 °C auf 65 °C (CTwt) bzw. 70 °C (CTsd?)
mit 1 °C/min Aufheizrate erwarmt.

Die DSC-Kurven von Wildtyp und Mutante CTsd7 zeigten zusitzlich zum Schmelzpeak
TMm@pp) bei 58 °C bzw. 66 °C ein schwécheres Signal bei ca. 30 °C bzw. 39 °C. Um einen
Hinweis auf die Ursache zu erhalten, wurden DSC-Messungen durchgefiihrt, die die

Reversibilitdt der Prozesse priifen sollten. Dazu wurde die Wildtyp-Creatinase bis 45 °C und
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die Mutante CTsd7 bis 50 °C in zwei aufeinander folgenden Messungen mit 1 °C/min
aufgeheizt. Bei beiden Proteinen waren die untersuchten Prozesse irreversibel (Daten nicht
gezeigt). AufSerdem wurden Temperaturprofile mittels Lichtstreuungsmessungen bei 360 nm
unter sonst gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Ab ca. 30 °C (CTwt) bzw. 40 °C (CTsd7)
wurde eine langsame und lineare Zunahme der Lichtstreuung beobachtet (Daten nicht

gezeigt), die auf Bildung von Aggregaten zuriickgefiihrt werden kann.
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Abbildung 21 Thermische Inaktivierung
Fur die Messungen der thermischen Inaktivierung wurde 1 mg/ml Creatinase in 20 mM Natrium-Phosphat-
Puffer (pH 8) mit einer Aufheizrate von 1°C/min erwdrmt und Aliquots entnommen, in denen die
Enzymaktivititen bestimmt wurden.

Tabelle 8 Thermische Inaktivierung und thermische Entfaltung
Die apparenten Mittelpunkte der thermischen Inaktivierung TwmEa) und die apparenten Schmelzpunkte der
thermischen Entfaltung Tmpp) ergeben sich aus den Experimenten der Abbildungen 20 und 21.

Creatinase Thermische Thermische
Inaktivierung Entfaltung
TymEa) Thi(app)

CTwt 57 °C 58 °C

CTsd7 65 °C 66 °C

Um weitere Daten zur thermischen Stabilitit zu erhalten, wurde die thermische
Inaktivierung der Creatinase-Aktivititen untersucht. Dazu wurde das Protein bei einer
Konzentration von 1 mg/ml in 20 mM Natrium-Phosphat (pH 8) von 15 auf bis zu 70 °C mit
einer Aufheizrate von 1°C/min erwdrmt und im Abstand von 2,5-5min Aliqots

entnommen, um die relative Rest-Aktivitit zu bestimmen (Abbildung 21). Eine
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Reaktivierung der Creatinasen nach ihrer thermischen Inaktivierung konnte ausgeschlossen
werden. Die apparenten Mittelpunkte dieser thermischen Inaktivierung der Creatinase-
Aktivitat Tmea) ergaben bei Wildtyp-Creatinase und Mutante CTsd7 57 °C bzw. 65 °C. Fiir
beide Creatinasen sind die apparenten Mittelpunkte der Inaktivierung TwmEa) somit 1 °C
niedriger als die apparenten Schmelzpunkte Twm@pp) (Tabelle 8). Die Inaktivierung von
Wildtyp oder Mutante erfolgt bei hoheren Temperaturen als die Prozesse bei 30 °C bzw.
39 °C, die in den DSC-Messungen detektiert wurden.

Die Creatinasen entfalteten sich unter Temperaturerhohung irreversibel. Die apparenten
Schmelzpunkte Twm(app) betragen 58 °C und 66 °C fiir Wildtyp-Creatinase und Mutante
CTsd7. Wildtyp und Mutante gaben bei 30 °C bzw. 39 °C bereits schwéchere Signale, die mit
dem FEinsetzen einer langsamen und linearen Zunahme von Aggregation zusammenfielen.
Die apparenten Mittelpunkte der thermischen Inaktivierung der Enzymaktivitit Tm(EA)
betrugen 57 °C bzw. 65 °C.

8.3.2. Modellstruktur von Mutante CTsd7

Die Modellstruktur der Mutante CTsd7 wurde mit dem Programm MODELLER 6.0 (SALI AND
BLUNDELL, 1993) basierend auf der Rontgenkristall-Struktur der Creatinase aus Pseudomonas
putida (HOFFKEN ET AL., 1988) ohne Berechnungen zur Energieminimierung modelliert. Die
Aminosdure-Sequenzen beider Proteine weisen zueinander 64 % Identitit auf, die Auflésung
der Kristallstruktur betréigt 1,9 A. Anhand des Modells (Abbildung 22) ist zu erkennen, dass
die Mutationen weder im direkten Kontakt miteinander stehen noch sich an der
Kontaktfliche der beiden Untereinheiten, an der Molekiiloberfliche oder in der Nidhe des
aktiven Zentrums befinden, welches an der Kontaktfliche zwischen den Untereinheiten
lokalisiert ist (HOFFKEN ET AL., 1988).
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Aspl130
Trps9 Leu395
Val203
Abbildung 22 Modellstruktur der Creatinase-Mutante CTsd7

Schematische Darstellung der dimeren Creatinase-Mutante CTsd7 basierend auf Homologiemodellierung nach
der Rontgenkristallstrukur der Creatinase aus Pseudomonas putida. Das Creatinase-Modell besteht aus zwei
identischen Untereinheiten (farbig markiert); jede Untereinheit setzt sich aus einer grofien N-terminalen und einer
kleinen C-terminalen Doméne zusammen. Die vier mutierten Aminosdure-Positionen sind griin markiert und
beschriftet.

8.3.3. Sekundir- und Tertidrstruktur

Die Sekundidr- und Tertidrstrukturen der nativen (20 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7) und
entfalteten (gleicher Puffer mit 4,5 M GdnHCI) Proteine wurden mittels Fern-UV-CD-
Spektroskopie, Nah-UV-CD-Spektroskopie und Fluoreszenz-Spektroskopie miteinander

verglichen.

Spektroskopische Untersuchungen hidngen stark von der Art und Anzahl der als

Chromophore oder Fluorophore dienenden aromatischen Aminosduren eines Proteins ab.

Die Creatinase aus Erwinia sp. besitzt eine grofie Anzahl aromatischer Aminosdure. Der

Wildtyp verfiigt tiber neun Tryptophane, 17 Tyrosine und 19 Phenylalanine. Die Mutante

besitzt ein zusdtzliches Tryptophan an Position 59.
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Abbildung 23 Fern-UV-CD-Spektren
Das native Protein lag in 20 mM Natrium-Phosphat-Puffer (pH 7) gelost vor; das entfaltete Protein im gleichen
Puffer mit 4,5 M GdnHCI. Die Proteinkonzentration betrug 0,3 mg/ml.

Die Fern-UV-CD-Spektren der Creatinasen (Abbildung 23) wurden miteinander verglichen.
Zwischen den Spektren der nativ strukturierten Proteine sind nur minimale Unterschiede in
der Umgebung von 213 nm und 223 nm zu beobachten. Beide Spektren zeigen Minima bei
jeweils ca. 222nm und 209 nm, welche den CD-Banden -helikaler Sekundirstrukturen
entsprechen (222 nm und 208 nm (SCHMID, 1995)). Der Vergleich dieser Spektren ldsst auf
gleiche Sekundarstrukturen bei Wildtyp und Mutante schliefien. Die Spektren der entfalteten
Creatinasen in GdnHCI weisen die typischen Formen fiir entfaltete Proteine auf (SCHMID,
1995).

Die Nah-UV-CD-Spektren (Abbildung 24) der Creatinasen sind aufSergewdhnlich komplex.
Das ist wahrscheinlich auf den sehr hohen Anteil an Tryptophanen in diesen Proteinen
zurtickzuftihren. Tryptophane beeinflussen Nah-UV-CD-Spektren hauptsdchlich in dem
Bereich von 250 nm - 280 nm (FRESKGARD ET AL., 1994). Dabei konnen sich ihre CD-Banden in
Abhéngigkeit ihrer Umgebung sehr voneinander unterscheiden, denn dabei spielen z.B. die
Losungsmittelzugéanglichkeit als auch eventuelle aromatische Cluster eine wesentliche Rolle
(FRESKGARD ET AL., 1994). Die Spektren von Wildtyp und Mutante unterscheiden sich sowohl
in ihrer Form als auch in ihrer Intensitidt voneinander. Das ldsst sich vermutlich ebenfalls aus
eben genannten Griinden auf das zusétzliche Tryptophan in der Mutante zurtickfiihren.
Neben diesen Unterschieden zeigen beide Spektren der nativ strukturierten Proteine als
Gemeinsamkeit zwei Hauptminima bei ca. 282nm wund 287 nm. Da aufgrund der

unterschiedlichen Anzahl an Tryptophanen keine deckungsgleichen Nah-UV-CD-Spektren
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erhalten werden konnten, lassen sich anhand dieser Daten keine Aussagen zu Unterschieden
in den Tertidgrstrukturen beider Proteine ableiten. Die Signale der Spektren der nativ
strukturierten Proteine sind in den Spektren der GdnHCI-denaturierten Proteine
verschwunden, was darauf hinweist, dass die Umgebung der aromatischen Aminosduren

zerstort wurde.

1 —— CTwt nativ
—— CTsd7 nativ
| — — CTwt entfaltet

—— ‘CTsd7 entfalteF

260 280 300 320
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Abbildung 24 Nah-UV-CD-Spektren
Das native Protein lag in 20 mM Natrium-Phosphat-Puffer (pH 7) gelost vor; das entfaltete Protein im gleichen
Puffer mit 4,5 M GdnHCL. Die Proteinkonzentration betrug 0,6 mg/ml.

Die Tertidrstrukturen wurden auflerdem mittels Fluoreszenzspektroskopie untersucht. Dazu
wurden Fluoreszenz-Emissionsspektren von nativen und entfalteten Proteinen bei der
Anregungswellenldnge von 280 nm aufgenommen (Abbildung 25). Bei 280 nm werden
Tryptophane und Tyrosine zum Fluoreszieren angeregt, wobei das Fluoreszenzsignal
normalerweise von Tryptophanen dominiert wird (SCHMID, 1995). Das Emissions-Maximum
der Nativspektren befindet sich bei 341 nm bzw. 339 nm fiir Wildtyp und Mutante. Die
Exposition der aromatischen Aminosduren zum Losungsmittel nach der Entfaltung der
Creatinasen bewirkte eine drastische Verminderung der Fluoreszenzintensitit und eine
Rotverschiebung der Emissionsmaxima zu 353 nm, welches wungefidhr dem
Emissionsmaximum von Tryptophanen in wéssriger Losung (350 nm) entspricht (SCHMID,
1995). Die Verschiebung der Wellenlinge und die Anderung der Intensitit zeigen, dass die
angeregten aromatischen Aminosduren einen Umgebungswechsel erfahren hatten, welcher
durch die GdnHCl-induzierte Entfaltung der Polypeptidkette ausgelost wurde. Die Formen
der Nativspektren sind identisch und auch die Formen der Entfaltungsspektren sind
identisch. Die Intensitditen der Fluoreszenz-Spektren fiir Mutante CTsd7 sind aber im

Vergleich zum Wildtyp etwas hoher. Dies konnte vermutlich auf das zusétzliche Tryptophan
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in der Mutante zuriickzufiihren sein, da bei der Anregungswellenlinge von 280 nm
hauptsédchlich Tryptophane detektiert werden (SCHMID, 1995). Aufgrund des zusitzlichen
Tryptophans konnten keine identischen Fluoreszenzspektren erhalten werden und somit

keine Aussage zu moglichen Unterschieden in der Tertidrstruktur der Proteine getroffen

werden.
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Abbildung 25 Fluoreszenzspektren
Das native Protein lag in 20 mM Natrium-Phosphat-Puffer (pH 7) gelost vor; das entfaltete Protein im gleichen
Puffer mit 4,5 M GdnHCL. Die Proteinkonzentration betrug 0,3 mg/ml.

Die Sekundér- und Tertidrstrukturen von Wildtyp und Mutante CTsd7 wurden mittels Fern-
UV-CD-, Nah-UV-CD- und Fluoreszenz-Spektroskopie untersucht. Auf Grundlage der Fern-
UV-CD-Spektren kann man davon ausgehen, dass beide Creatinasen den gleichen Anteil an
Sekundérstrukturen aufweisen. Wildtyp und Mutante unterscheiden sich in ihren nah-UV-
CD-Spektren und Fluoreszenz-Spektren voneinander, was vermutlich auf den
unterschiedlichen Gehalt aromatischer Aminosduren zurtickzufiihren ist. Aussagen tiber

mogliche Unterschiede in ihren Tertidrstrukturen sind aufgrund dieser Daten nicht moglich.

8.34. Guanidiniumchlorid-induzierte Entfaltung

Wie in Abschnitt 8.3.1 gezeigt wurde, besitzt Mutante CTsd7 im Vergleich zum Wildtyp
einen 8 °C hoheren apparenten Mittelpunkt Tmpp) flir die thermische Entfaltung und einen
8 °C hoheren apparenten Mittelpunkt TwmEa) fiir die thermische Inaktivierung der
Enzymaktivitdt. Um zu untersuchen, worauf die Stabilisierung der Mutante zurtickzufiihren

ist, wurde die Stabilitit in Gegenwart des Denaturierungsmittels Guanidiniumchlorid
(GdnHCI) untersucht.
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Abbildung 26
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Die Proben wurden mit Proteinkonzentrationen von 0,3 mg/ml in 20 mM Natrium-Phosphat-Puffer (pH 7) mit
verschiedenen GdnHCI-Konzentrationen fiir 24 - 48 h bei 20 °C inkubiert. Fiir die Fluoreszenzmessungen wurden
Emissionsspektren bei 280 nm Anregungswellenldnge aufgenommen und bei 340 nm analysiert. Fiir die CD-
Messungen wurde die Elliptizitit bei 225 nm aufgezeichnet. Zur Messung von Aggregation wurde die
Lichtstreuung bei 360 nm bestimmt. Im schraffiert dargestellten Bereich wurde Aggregation detektiert.

Natives Protein (20 mM Na-Phosphat, pH7) und entfaltetes Protein (gleicher Puffer mit 8 M

GdnHCl) wurde mit einer Endkonzentration von 0,3 mg/ml mit verschiedenen GdnHClI-

Konzentrationen verdiinnt und 24 - 48 h bei 20 °C inkubiert. Die Entfaltung des Proteins

wurde tiber die Fluoreszenz, CD und die Creatinase-Aktivitdt analysiert. Das Fluoreszenz-

signal soll Aussagen zu Anderungen der Tertidrstruktur gewihren. Die Elliptizitat bei

225 nm (Fern-UV-CD-Spektroskopie) soll Aussagen zu Anderungen der Sekundirstruktur

der Proteine erméglichen. Uber die Messung der Lichtstreuung bei 360 nm wurde die

Aggregationsbildung verfolgt.
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Die Daten wurden in Abbildung 26 zusammengefasst. Beide Creatinasen zeigen als
Gemeinsamkeit, dass sie in Gegenwart niedriger GdnHCl-Konzentration (CTwt: 0,1 -1,7 M;
CTsd7:0,1 -1,3 M) aggregieren, wobei der Wildtyp in einem grofieren Bereich als die
Mutante Aggregation aufweist. Wegen der Aggregation konnten die Datenpunkte in diesem
Bereich nicht ausgewertet werden. Anhand der Fluoreszenz- und CD-Daten lassen sich keine
Unterschiede zwischen beiden Proteinen feststellen. Bei Analyse der Fluoreszenzdaten
konnen reversible Ubergidnge mit monophasischer kooperativer Entfaltung beobachtet
werden. Beide Proteine zeigen ihre 50 %-ige Entfaltung bei ca. 2,8 M GdnHCI. Wie aber die
Analysen der Elliptizitdt zeigten, konnten die Creatinasen nach der GdnHCl-induzierten
Entfaltung nicht in die native Konformation zuriickgefalten werden. Die Anderungen der
Sekundarstrukturen in Wildtyp und Mutante (relative Elliptizitat) erfolgten unabhiangig von
und bei geringeren GdnHCI-Konzentrationen als die Anderungen der Tertidrstrukturen

(relative Fluoreszenz) und nicht in monophasischer oder kooperativer Weise.

Der einzige Unterschied zwischen Wildtyp-Creatinase und Mutante zeigte sich in ihrer
relativen Enzymaktivitat. Wahrend die Mutante ihre enzymatische Aktivitdt erst bei 2,4 M
GdnHCl vollstandig verlor, war beim Wildtyp schon bei 1,2 mM GdnHCI keine Aktivitat
mehr zu detektieren. Sowohl der Wildtyp als auch die Mutante lieffen sich nach ihrer

Entfaltung in GAnHCI nicht wieder reaktivieren.

Ausgewdhlte Proben der GdnHCl-induzierten Entfaltung wurden anschlieffend mittels
Ultrazentrifugation (UZ) auf ihre Homogenitit untersucht. Dazu wurden
Sedimentationsgeschwindigkeitsldufe bei 40000 U/min mit den Proben der Entfaltung bei
0M, 1,5M und 4 M GdnHCl durchgefiihrt(Abbildung 27). Bei 4 M GdnHCl waren sowohl
Wildtyp als auch Mutante bereits vollstindig denaturiert (Daten nicht gezeigt). Bei 0 M
GdnHCl lagen sowohl der Wildtyp als auch die Mutante, wie bereits in Abschnitt 8.2.2
erortert wurde, einheitlich als native homodimere Spezies vor. Bei 1,5 M GdnHCl war der
Wildtyp quantitativ aggregiert, so dass man keinen charakteristischen Sedimentationslauf
mehr detektieren konnte. Im Unterschied zum Wildtyp war die Mutante bei dieser GAnHCI-
Konzentration nur geringfligig aggregiert, der {iiberwiegende Teil sedimentierte als
homogene Spezies. Diese Daten bestdtigen die Beobachtung aus Abbildung 26, wobei der
Wildtyp deutlich stdrker als die Mutante zur Aggregationsbildung neigte. Auch die Daten
zur Enzymaktivitdt (Abbildung 26, unten) fiigen sich in diese Beobachtung. Bei 1,5 M
GdnHCl war der Wildtyp vollstindig aggregiert und inaktiv, wahrend die Mutante beinahe
vollstandig als homodimere und aktive Spezies vorlag. Der Aktivitdatsverlust der Mutante

ging mit Anderungen in der Sekundarstruktur einher, wie mittels Fern-UV-CD-
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Spektroskopie (Abbildung 26, relative Elliptizitdt) beobachtet werden konnte. Im Gegensatz
dazu erfolgte die Inaktivierung des Wildtyps bei deutlich niedrigeren GdnHCI-
Konzentrationen, noch bevor Anderungen der Sekundirstruktur beobachtet werden
konnten. Moglicherweise ist diese Beobachtung auf die grofiere Aggregationsneigung des

Wildtyps bei niedrigen GdAnHCI-Konzentrationen zurtickzuftihren.
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Abbildung 27 Aggregation wihrend der GdnHCl-induzierten Entfaltung
Natives Protein wurde in 20 mM Natrium-Phosphat-Puffer (pH 7) mit und ohne 1,5 M GdnHClI fiir 24 h bei 20 °C
inkubiert. Die Molekiilgrofle wurde mittels Sedimentationsgeschwindigkeitsldufe bei 40000 U/min analysiert.
Abgebildet wurden die Sedimentationsprofile in 20-min-Abstinden ab dem Start der Zentrifugation.

Die Daten zur GdnHCl-induzierten Entfaltung von Wildtyp-Creatinase und Mutante CTsd7
lassen sich folgendermaflen zusammenfassen: Aufgrund der Fluoreszenz- und CD-Daten
lassen sich keine Unterschiede zwischen beiden Proteinen feststellen. Die Fluoreszenzdaten
suggerierten zundchst einen reversiblen Ubergang zwischen nativem und denaturiertem

Zustand. Die CD-Daten allerdings zeigten, dass die Proteinstruktur nach ihrer Entfaltung in

GdnHCI nicht wiederhergestellt werden konnte. Messungen der Lichtstreuung und UZ-
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Daten belegen, dass beide Proteine bei niedrigen GdnHCIl-Konzentrationen zur
Aggregations-bildung neigten, wobei diese Neigung beim Wildtyp stdrker als bei der
Mutante ausgeprdgt war. Ein deutlicher Unterschied zwischen Wildtyp-Creatinase und
Mutante zeigte sich in ihrer relativen Enzymaktivitit. Wahrend die Mutante ihre
enzymatische Aktivitdt erst bei 2,4 M GdnHCI vollstidndig verlor, war beim Wildtyp schon
bei 1,2 mM GdnHCI keine Aktivitdt mehr zu detektieren. Beide Enzyme liefsen sich nach

GdnHCl-induzierter Entfaltung nicht reaktivieren.
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9. Diskussion zur Walk Through Rekombination

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer Methode zur homologen in vitro
Rekombination von homologen DNA-Sequenzen, die sich durch gutes Potential der
Rekombinationsfrequenz, Rekombinationseffizienz und den Abstinden zwischen den
Rekombinationsereignissen auszeichnen sollte. Dartiber hinaus war eine einfache und wenig
storanfillige Durchfiihrbarkeit erwtiinscht sowie eine gleichmiflige Verteilung der
Rekombinationsereignisse ohne methodisch verursachte Prédferenzen. Grundidee der zu
entwickelnden Walk Through Rekombination war die Generierung von Fragmenten in sehr
hoher Variabilitit mit der Kettenabbruchsynthesereaktion nach SANGER (1977) sowie die
enzymatische Entfernung der terminierenden Didesoxynukleotide am 3’-Ende der Fragmente
mit anschlielender Reassemblierung. Um die Entwicklung der einzelnen Arbeitsschritte
verfolgen zu konnen, wurde ein sehr sensitives Detektionssystem verwendet, welches auf

dem immunologischen Nachweis DIG-markierter DNA beruhte.

9.1. Fragmentsynthese

Die Herstellung der Fragmente nach dem Prinzip der Kettenabbruchsynthese nach SANGER
(1977) beruht auf einer Polymerase-vermittelten DNA-Synthese unter Verwendung eines
dNTP/ddNTP-Gemisches. Die Inkorporation eines ddNTPs in die wachsende DNA-Kette
fithrt an dieser Position zum Abbruch der Synthesereaktion. Die Kettenabbruchsynthese-
reaktion stellt bis heute das Grundprinzip verschiedener Methoden zur DNA-Sequenzierung
(,,Didesoxy-Sequenzierung’’) dar. Zur Herstellung der Fragmente fiir die Rekombination
wurde ein Protokoll verwendet, welches auf aufeinander folgenden Zyklen von Annealing,
Extension und Denaturierung (,,Cycle Sequencing’’) unter Verwendung der thermostabilen
Tag-Polymerase beruht. Da das Template hierbei wiederholt verwendet wird, erfolgt eine
lineare Amplifizierung der ,Sequenzierungsprodukte” und somit werden nur geringen

Mengen an Template-DNA benotigt.

Ublicherweise werden fiir jede zu sequenzierende DNA vier Sequenzreaktionen mit je einem
Didesoxynukleotid durchgefiihrt, wobei die wachsenden Strange nach elektrophoretischer
Auftrennung im Polyacrylamid-Gel oder in Kapillaren radioaktiv, immunologisch oder tiber
Fluoreszenz detektiert werden konnen. Da neu entwickelte Sequenzierautomaten simultan
mehrere Fluoreszenzfarbstoffe detektieren konnen, wurden entsprechende Protokolle
entwickelt, die mehrere (fluoreszenzmarkierte) Didesoxynukleotide in einem Reaktions-
ansatz (,Einzeltopf-Reaktion) enthielten. Die Protokolle fiir die sogenannten , Einzeltopf-

Reaktionen” waren jedoch nicht frei erhdltlich und zudem auf den Einbau von
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(fluoreszenzmarkierten) Nukleotid-Analoga sowie auf lange Leseweiten der Sequenzierung
optimiert, welche fiir die Rekombination nicht erwtinscht waren. Zur Arbeitserleichterung
der Methodenentwicklung wurde jedoch das Prinzip der , Einzeltopf-Reaktion” {tiber-

nommen.

Fiir die Entwicklung der Walk Through Rekombination wurde der DIG TAQ DNA SEQUENCING
KIT FOR STANDARD AND CYCLE SEQUENCING der Firma ROCHE DIAGNOsTICS GMBH BUSINESS
AREA ROCHE APPLIED SCIENCE (Mannheim) mit verdndertem Protokoll verwendet. Das
Reaktionsvolumen wurde erhoht und die nach ddNTP getrennten Nukleotidgemische
wurden zu einem Reaktionsansatz vereinigt. Die Eigenschaft der Polymerase, ddNTPs
gegentiber dNTPs zu diskriminieren, bestimmt das ddNTP:dNTP-Verhiltnis, welches
benotigt wird, um , Fragmentleitern” zu erhalten. Nach dem Vereinigen der Nukleotide fiir
die Fragmentsynthese wurde das ddNTP:dNTP-Verhéltnis etwas verdndert, was zu einer
Anderung der Fragmentlidngen fithren kann, aber im Rahmen der Methodenentwicklung

nicht ndher untersucht wurde.

Mit dieser abgednderten Sequenzierungs-Reaktion wurden , Fragmentleitern” mit einer
durchschnittlichen Lange von 100 bis 300 Nukleotiden synthetisiert (Abbildung 7). Je nach
Template-Lange missen demnach Fragmentsynthese-Ansdtze von entsprechend vielen
Primern durchgefiihrt werden. Fiir das Beispiel der ca. 1650 bp langen Template-DNA der
Alkalischen Phosphatasen wurden je Gen sechs Primer verwendet. Die Lange der Fragmente
von 100 bis 300 Nukleotiden ist fiir die Reassemblierungsreaktion prinzipiell gut geeignet
und musste deshalb nicht angepasst werden bzw. erforderte keine anschlieffende
Grofienfraktionierung der Fragmente. Waren namlich die Fragmente zu lang, bestdnde
Gefahr, dass einzelne Fragmente die gesamte Gensequenz umfassen und amplifiziert
werden, ohne zu reassemblieren. Die Anwesenheit solcher Fragmente kann mittels einer
Kontroll-PCR mit endstdndigen Primern ausgeschlossen werden. Wire der grofite Anteil der
Fragmente von sehr kurzer Ldnge, wiirde die Reassemblierungsreaktion schwieriger, da
mehr Fragmente reassembliert werden miissen. Dennoch kann die Anwesenheit besonders
kurzer oder besonders langer Fragmente wiinschenswert sein, zum Beispiel wenn sehr kurze
bzw. sehr lange DNA-Sequenzen reassembliert werden sollen. Auflerdem wird
angenommen, dass die Anzahl der Rekombinationsereignisse durch die Verwendung
moglichst kurzer DNA-Fragmente positiv beeinflusst wird. Im Bedarfsfall kann die Lange

der Fragmente durch Anderung des ddNTP:dNTP-Verhéltnisses angepasst werden.
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Die Menge der als Template in die Fragmentsynthese-Reaktion eingesetzten U-DNA wurde
fiir die verwendeten Reaktionsbedingungen optimiert und konnte von 250 ng je 30 pl
Reaktionsansatz (entspricht proportional der Menge im Original-Protokoll) auf 100 ng
gesenkt werden (Abbildung 7). Das spart Zeit und Kosten fiir die Herstellung der U-DNA,
die trotz Optimierung in relativ groffen Mengen benétigt wird. Immerhin wird fiir die
Reassemblierung zweier Gene mit je sechs Primern die DNA aus 12 Fragmentsynthese-
ansdtzen verwendet, also werden 12 x 100 ng anstelle 12 x 250 ng U-DNA benétigt. Dartiber
hinaus wurde auch die Ausbeute der Fragmente durch Verwendung von 100 ng anstelle von
250 ng U-DNA deutlich gesteigert.

Die Detektion der Fragmente wurde durch Verwendung eines DIG-markierten Primers
ermoglicht. Die entstandenen ssDNA-Fragmente wurden in einem denaturierenden
Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, mittels Elektroblotting auf Nylonmembran
transferiert und immunodetektiert. Unabhdngig von der verwendeten Template-Menge waren
in den ,Fragmentleitern” aller Reaktionsansdtze typische Bandenmuster oder
Bandenkompressionen zu beobachten. Kompressionen sind elektrophoretische Artefakte, die
auftreten, wenn Einzelstrangprodukte von Sequenzreaktionen Sekundérstrukturen (z.B.
Haarnadelstrukturen) bilden, welche selbst in Gegenwart von 7 M Harnstoff stabil sind.
Unnatiirlicher Bandenabstand, extra Banden und fehlende Banden liefern Hinweise, dass
Kompressionen vorliegen. Kompression des Bandenmusters sind das grofste Problem von
Didesoxysequenzierungs-Methoden (CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY 7.4 A.35)
und liefern eventuell eine Erkldrung fiir die Bandenmuster in den , Fragmentleitern” der
Walk Through Rekombination.

Zusammenfassend stellt das verwendete Protokoll nachweislich eine geeignete Methode dar,
Fragmente in grofler Variabilitdt und im erwiinschten Groflenbereich von durchschnittlich
100 bis 300 Nukleotiden zu generieren. Die Fragmente kénnen ohne hohen technischen
Aufwand in reproduzierbarer Qualitdt und Quantitidt erhalten werden, was eine wichtige
Vorraussetzung sowohl fiir die Entwicklung als auch fiir die spdtere Anwendung dieser

Rekombinationsmethode darstellt.

9.2.  Entfernen der Template-DNA

Die quantitative Abtrennung der Template-DNA der Fragmentsynthese-Reaktion vor dem
Reassemblierungsschritt ist essentiell, damit nur Fragmente miteinander reassemblieren.

Andernfalls kann es zur Amplifizierung der Elterngene fiithren, womit der Anteil chimérer
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Sequenzen im Reassemblierungsprodukt reduziert werden wiirde. Fiir die Entfernung der

Template-DNA wurden verschiedene Moglichkeiten in Betracht gezogen:

(1) Der enzymatische Abbau der DNA mit Restriktionsenzym Dpnl, welches eine methylierte
4bp-Erkennungssequenz besitzt, hinterldsst je nach Anzahl an Restriktionsschnittstellen
Abbauprodukte von mehreren Hundert Basenpaaren, die nicht von den , Fragmentleitern”
abgetrennt werden und deshalb in der anschlieffenden Reassemblierung interferieren
konnen. Vermutlich wiirde die Reassemblierungsreaktion selbst nicht gestort werden, aber
jedoch das Ergebnis. Ziel der Rekombinationsmethode war es, eine hohe Anzahl und einen
geringen Abstand an Rekombinationsereignissen durch die Reassemblierung der
,,Fragmentleitern” zu erreichen. Die Reassemblierung enzymatisch gespaltener DNA (mit
Dpnl) wiirde erstens keine hohe Vielfalt an Reassemblierungsprodukten ermoglichen und

zweitens keine neue Methode darstellen.

(2) Die Bindung biotinylierter DNA an Strepavidin-tiberzogene Oberfldchen ist technisch
etwas aufwendiger als ein enzymatischer Verdau und dariiber hinaus wire kein
vollstandiges Entfernen der Template-DNA zu erwarten . Deshalb miisste die Streptavidin-
Biotin-Bindung auf jeden Fall mit einer zweiten Methode, wie z.B. einem enzymatischen

Verdau, kombiniert werden.

(3) Eine technisch ebenfalls aufwendige Methode (siehe auch Abschnitt 7.4) ist die
Abtrennung der DNA-Fragmente von der Template-DNA im denaturierenden (wegen den
Sekundarstrukturen der ssDNA-Fragmente) Polyacrylamid- oder Agarose-Gel mit Extraktion
der gewiinschten DNA.

(4) Die Methode der Wahl war der enzymatische Abbau der Template-DNA mit Uracil-DNA-
Glycosylase (UNG). UNG hydrolysiert Uracil-glycosidische Bindungen in Einzel- und
Doppelstrang-DNA, wobei sie Uracil abspaltet. Die daraus resultierenden abasischen Stellen
werden dann durch hohe Temperaturen gespalten. UNG arbeitet unter vielen
Pufferbedingungen und kann dem Reaktionsansatz nach der Fragmentsynthese direkt
zugesetzt werden. Die als Template verwendete Uracil-haltige DNA (U-DNA) wurde zuvor in
einer PCR mit dUTPs anstelle von dTIPs synthetisiert und tiber Gelextraktion von
kontaminierender nicht Uracil-haltiger DNA abgetrennt. Da jede Thymin-Position in der
DNA-Sequenz mit einem Uracil ersetzt war, wurde der Abbau der DNA in kleinste DNA-
Stticke moglich. Ziel war es, moglichst kurze Abbauprodukte zu erhalten, die entweder leicht
von den ,,Fragmentleitern” abzutrennen sind oder aber aufgrund ihrer niedrigen Annealing-

Temperatur nicht in der Reassemblierungsreaktion interferieren konnen. Deshalb wurde der
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UNG-Verdau optimiert. Daftir wurde DIG-markierte U-DNA hergestellt und nach
Behandlung mit UNG wund Hitze in einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese (6 %)
aufgetrennt, auf Nylonmembran transferiert und immunodetektiert. Unter den optimierten
Bedingungen (4 h, 37 °C und 2 min, 95 °C Inkubation mit hitzelabiler UNG) konnten nur
noch wenige Reste sehr kurzer Abbauprodukte (kiirzer als 67 nt) detektiert werden
(Abbildung 8). Der quantitative Abbau der U-DNA konnte zusitzlich mit Kontroll-PCRs mit
endstdndigen Primern (Daten nicht gezeigt) bzw. mit einer Negativ-Kontrolle fiir die

Reassemblierungsreaktion (Abschnitt 7.6) bestétigt werden.

9.3. Reinigung der DNA-Fragmente

Die Reassemblierung von Fragmenten stellt einen sehr empfindlichen Prozess dar. Deshalb
ist von entscheidender Bedeutung, dass fiir diese Reaktion Fragmente in ausreichender
Menge und hoher Reinheit vorliegen. Die Fragmente miissen von (Didesoxy-) Nukleotiden,
Primern, UNG-Abbauprodukten und Salzen abgetrennt werden. Zu diesem Zweck wurde
eine Reihe von Methoden getestet. Wie in Abschnitt 7.4 angefiihrt, hatten alle Techniken, die
auf Bindung der DNA an Silica-Materialien beruhen, hohe Ausbeuteverluste zur Folge.
Ebenso konnte nach Anwendung von Spin Column-Chromatographie mit Sephadex 200-
Sdulenmaterial keine DNA wiedergefunden werden. Vermutlich binden die ssDNA-
Fragmente sehr fest an die verwendeten Materialien. Hinzu kommt, dass die zu reinigenden
DNA-Mengen auch nach dem Vereinigen der Reaktionsansdtze weit unterhalb der
Bindungskapazititen der Sdulen lagen und somit Ausbeuteverluste aufgrund von
Adsorption der DNA an die Materialien erfolgen konnen. Weitere Methoden wie DNA-
Extraktion aus Agarose-Gelen oder Elektrophorese auf DEAE-Cellulose mussten ebenfalls
aus oben genannten Griinden verworfen werden: Die DNA-Extraktion aus dem Agarose-Gel
erfolgt auch tiber Bindung an Silica-Materialen und konnte somit nicht angewendet werden.
Eine Alternative zur DNA-Extraktion wire die Elektrophorese auf DEAE-Cellulose
(Molecular Cloning 2nd Edition: 6.24). Einzelstrang-DNA ldsst sich jedoch von DEAE-

Cellulose nur schwierig wieder eluieren.

Ein vollig anderes Prinzip der DNA-Reinigung, die Zentrifugation durch Cellulose-
Membranen, fiihrte zum angestrebten Erfolg. Die Reaktionsansitze wurden durch
Membranen mit Ausschlussgrenzen bis zu 100 kDa zentrifugiert, welche ssDNA von
300 Nukleotiden Lange entspricht. Wie in Abbildung 9 zu sehen ist, konnten die ssDNA-
Fragmente mit dieser Technik ohne bemerkenswerte Ausbeuteverluste im Retentat

wiedergefunden werden. Die abzutrennenden Nukleotide, Primer, UNG-Abbauprodukte
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und Salze sollten aufgrund der vom Hersteller angegebenen Ausschlussgrenzen abgetrennt
werden. Es war eine deutliche, jedoch unvollstindige Abreicherung von kurzer Einzelstrang-
DNA mit Langen bis zu 67 Nukleotiden zu beobachten. Das bedeutet, das eventuell ein
(geringer) Teil der Primer bzw. UNG-Abbauprodukte im Retentat verblieben sein konnen.
Wie die Reassemblierungsergebnisse zeigten, storten diese eventuell zu geringen Anteilen
enthaltenen Verunreinigungen nicht die Reassemblierungsreaktion. Dartiber hinaus zeigte
die Negativkontrolle der Reassemblierung mit der Pfu-Polymerase, dass trotz eventueller
Anwesenheit von Primern unter den gegebenen Bedingungen keine Reassemblierungs-
reaktion erfolgten konnte, die ohne Abbau der terminierenden Didesoxynukleotide von den
DNA-Fragmenten passieren konnte. Trotzdem bleibt zu versuchen, mit grofieren
Ausschlussgrenzen eine bessere Abtrennung kurzer DNA-Einzelstringe zu erzielen. Im
Rahmen  dieser = Arbeit  wurden  zundchst die  kommerziell  erhaltlichen
Zentrifugationsvorrichtungen mit Membranen von 30, 50 oder 100 kDa Ausschlussgrenze
verglichen, welche geringe Unterschiede in der Abreicherung von kurzen DNA-
Einzelstrangen bewirkten. Die im Reaktionsansatz enthaltene Tag-Polymerase sowie die
Hitze-inaktivierte UNG diirften, sofern sie im Retentat zuriickbehalten wurden, in der

Reassemblierungsreaktion nicht storen.

9.4. Abbau der terminierenden Didesoxynukleotide

Fiir den Abbau der terminierenden Didesoxynukleotide wurden verschiedene Moglichkeiten
in Erwédgung gezogen, die alle auf enzymatischen Abbau mittels einer 3'-5"-Exonuklease-

Aktivitat beruhen und im folgenden diskutiert werden.

Wie in Abschnitt 7.5 bereits angefiihrt, wurde eine Technik angestrebt, die einen
kontrollierten Abbau der Nukleotide am 3’-Ende der Fragmente (im Idealfall den Abbau nur
des einzelnen terminierenden Didesoxynukleotids) ermoglichen sollte, um die grofie Vielfalt
der Fragmente zu erhalten. Deshalb wurde zunédchst die Pfu-Polymerase getestet. Die Pfu-
Polymerase verfligt neben ihrer 5- 3’-Polymerase-Aktivitdat auch tiber 3’ 5-Exonuklease-
Aktivitdt, die der Polymerase zur Fihigkeit der Fehlerkorrektur verhilft. Der pragmatische
Grundgedanke war, den Abbau der terminierenden Didesoxynukleotide mit der
Reassemblierung in einem Arbeitschritt zu kombinieren, wobei die Polymerase die
Didesoxynukleotide, nachdem sie sie nicht verlingern konnte, zundchst exonukleolytisch
abbaut, um anschliefend die Strangsynthese durchfithren zu konnen. Wie sich in
wiederholten Versuchen herausstellte, konnte auf diese Weise kein

Reassemblierungsprodukt erhalten werden (Daten nicht gezeigt). Vermutlich kann die Pfu-
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Polymerase Didesoxynukleotide nicht als fehlerhaft identifizieren, da kein Mismatch vorliegt.
Moglicherweise funktioniert die 3’- 5’-Exonuklease-Aktivitdt dieser Polymerase nur in
Abwesenheit von dNTPs.

Die alternative Strategie der Verwendung einer thermostabilen 3’- 5-Exonuklease im
Reassemblierungsansatz folgte demselben Grundgedanken. Allerdings sollte die
Exonuklease nicht in der Lage sein, zwischen korrekten und falschen Basenpaarungen zu
unterscheiden und somit die Didesoxynukleotide abbauen konnen. Hierfiir wurde ein
ktirzlich fur PCR-Anwendungen entwickeltes Enzymgemisch aus thermostabiler
Exonuklease III und Tag-Polymerase verwendet. Wie in den Abschnitten 7.5 ff dargelegt,
konnte unter Verwendung dieses Enzymgemisches erfolgreich reassembliert werden. Die
Exonuklease III ist eine Doppelstrang-3'~ 5-Exonuklease. Das bedeutet, dass sie erst nach
dem Annealing der DNA-Fragmente aktiv wird und somit kein unkontrollierter Abbau von
DNA erfolgen kann. Die nukleolytische Aktivitdt der Exonuklease III und die
synthetisierende Aktivitidt der Tag-Polymerase stehen miteinander im Gleichgewicht, welches
durch das Mischungsverhiltnis der Enzyme bestimmt wird und vom Hersteller optimiert

wurde.

Wie fiir die E. coli Exonuklease III bekannt ist, hdngt die Abbaurate von der DNA-
Zusammensetzung ab: C>>A~T>>G (CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY 3.11.3;
ROGERs & WEIss, 1980). Folglich werden verschiedene DNA-Enden mit verschiedenen
Geschwindigkeiten abgebaut. Dies konnte fiir die Erhaltung der Fragmentvielfalt bedeuten,
dass nach dem Abbau proportional mehr Fragmente mit ,G" enden. Daten zur tatsdchlichen
Abbaugeschwindigkeit der thermostabilen Exonuklease III sowie zur Gleichgewichtsrate
zwischen Abbau und Synthese des Enzymgemisches lagen im Rahmen dieser Arbeit nicht
vor, so dass tiber die Verteilung der Fragmentenden keine Aussage gemacht werden kann.
Wie die Sequenzdatenanalyse der Reassemblierungsprodukte (Abschnitt 7.7) zeigte, konnten
sehr gute Ergebnisse hinsichtlich der Rekombinationseffizienz (Abstand zwischen zwei
Rekombinationsereignissen) erhalten werden, so dass davon ausgegangen werden kann, das
die Vielfalt der Fragmente nach dem Abbau der Didesoxynukleotide sehr hoch geblieben ist.
Aufierdem kann davon ausgegangen werden, das die Fragmente nur hybridisieren, wenn sie
an ihren 3’-Enden komplementidre Sequenzen aufweisen. Wird die DNA in diesen Bereichen
exonukleolytisch abgebaut, wird sie anhand des komplementdren Gegenstranges identisch

wieder synthetisiert. An der Fragmentsequenz dnderte sich somit effektiv nichts.
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Fiir den Abbau der Didesoxynukleotide wurden zwei weitere Methoden in Betracht gezogen,
die beide in einem extra Arbeitsschritt vor der Reassemblierungsreaktion zu erfolgen htten.
Mit einer Variante der sogenannten Exchange-Reaktion besteht alternativ zur Verwendung
des Taq/Exo-Gemisches die Moglichkeit fiir einen kontrollierten Abbau. Die Exchange-
Reaktion wird laut Literatur (SAMBROOK ET AL. 1989, 540 UND 5.44) zur endstdndigen
Markierung von DNA-Molekiilen unter Verwendung des Klenow-Fragments der E. coli
DNA-Polymerase I oder der Bakteriophage T4 DNA-Polymerase benutzt. Beide Enzyme
verfligen {iiber 3'- 5’-Exonuklease-Aktivitdt an ssDNA und dsDNA und in Anwesenheit
hoher dNTP-Konzentrationen tiber 5~ 3’-Polymerase-Aktivitidt. Die beschriebene Exchange-
Reaktion erfolgt in Gegenwart hoher Konzentrationen eines radioaktiv markierten
Nukleotides und besteht aus Zyklen von Abbau des 3’-terminalen DNA-Ende bis
einschliefslich zur Base, die dem radioaktiven Nukleotid entspricht und dem Ersetzen dieser
Base. Erfolgt diese Reaktion in Gegenwart ausgewdhlter Nukleotide, ist die Herstellung

definiert beschnittener 3’-terminaler DNA-Enden moglich (DIETMAIER ET AL., 1993).

Die Anwendung fiir den Abbau der terminierenden Didesoxynukleotide der Walk Through
Rekombination konnte folgendermafien aussehen: In Gegenwart von nur drei der vier
Desoxynukleotide kann das Ende mit der T4-Polymerase abgebaut werden und gleichzeitig
der Strang durch Einbau der angebotenen Nukleotide wieder aufgebaut werden - bis zum
fehlenden Nukleotid. Wird diese Reaktion parallel viermal mit jeweils anderen Nukleotiden
durchgefiihrt, konnte auf diese Weise eine grofie Variabilitat der DNA-Fragmente erhalten
werden. Vorraussetzung ist, dass die einzelstrdangig vorliegenden DNA-Fragmente
miteinander oder mit ihrer Template-DNA hybridisieren. Da diese Methode nur an stumpfen
oder 5'-itiberhdngenden DNA-Enden funktioniert, wiirde allerdings einzelstrangig
vorliegende DNA vollstindig abgebaut und von 3’-Uberhidngen der Uberhang abgebaut

werden.

Eine sehr einfache Moglichkeit sollte der exonukleolytische Abbau der einzelstrangig
vorliegenden DNA-Fragmente durch das Klenow-Fragment der E. coli DNA-Polymerase I
bieten. Die Abbaugeschwindigkeit miisste tiber die Konzentration der DNA und des
Klenow-Fragments sowie die Inkubationsbedingungen gesteuert werden. Das Klenow-
Fragment zeigt im Vergleich zu anderen Polymerasen die niedrigste Abbaugeschwindigkeit
und wire deshalb besonders geeignet. Trotzdem wdre ein kontrollierter Abbau auf diese

Weise nur schlecht moglich.
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9.5. Reassemblierung

Die Reassemblierung ist eine PCR-dhnliche Reaktion ohne Primer, in der die Fragmente
aufgrund ihrer Sequenzhomologie miteinander hybridisieren und verldngert werden. Sie ist
eine sehr empfindliche Reaktion. Um diese zu erleichtern, wurde im Unterschied zur PCR die
Annealing-Temperatur gesenkt, die Nukleotide-Konzentration und Zyklenzahl erhoht.
Aufierdem wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Parameter wie die Mg?*-
Konzentration (Abschnitt 7.5), Annealing-Temperatur, Extensionszeit und Fragmentmenge
(Abschnitt 7.6) variiert.

Eine Erhohung der Mg?*-Konzentration tber standardmiflig 1,5 mM fiithrte nicht zur
Erhohung der Produktausbeute bei der Rekombination von hpap alleine (Abbildung 10). Eine
erhohte Mg?*-Konzentration erhoht die Fehlerrate der verwendeten Tag-Polymerase
(CADWELL ET AL., 1994). Deshalb wurde im darauffolgenden Reassemblierungsexperiment
(Abbildung 13) die Standard-Konzentration von 1,5 mM verwendet. Da der Einsatz hoherer
MgCl-Konzentrationen die Hybridisierung der DNA-Strdange erleichtert und somit zur
Stabilisierung nichtkomplementdrer Basenpaare fiihrt, sollte sie bei Bedarf jedoch erhoht

werden.

Durch Variation der Annealing-Temperatur zwischen 45 °C und 55 °C oder die Verldngerung
der Extensionszeit von 30sec auf 2min wurde keine deutliche Erhohung der
Produktausbeute erreicht. Ausgehend von diesen Ergebnissen wire fiir kiinftige
Reassemblierungsexperimente ebenfalls eine kurze Extensionszeit von z.B. 30sec zu
empfehlen. Die Verwendung einer kurzen Extensionszeit kann im Grenzfall dazu fiihren, das
beide hybridisierten Fragmente nicht zum vollstindigen Doppelstrang synthetisiert werden.
Dies wiederum kann einerseits die Reassemblierungsreaktion erschweren, andererseits die
Vermischung der Elterngene fordern. Da jedoch trotz kurzer Extensionszeit von 30 sec
Reassemblierungsprodukt erhalten werden konnte (Abbildung 13), wére die kurze

Extensionszeit einer lingeren vorzuziehen.

Schwieriger ladsst sich eine geeignete Annealing-Temperatur vorschlagen, da mit steigender
Temperatur sowohl ein giinstiger als auch ein ungtinstiger Prozess unterstiitzt werden.
Generell besitzen grofie Uberlappungsbereiche hohe Schmelztemperaturen, wiahrend kurze
Uberlappungsbereiche, Mismatch-Positionen oder ein niedriger GC-Anteil den Schmelzpunkt
senken. Die Existenz verschiedener Fragmente und verschiedener Uberlappungsbereiche
bewirkt, das Annealing-Ereignisse in einem grofien Temperaturbereich (typischerweise 94 °C

bis 55 °C) auftreten (MOORE ET AL., 2001). Die Differenzen der Freien Energie zwischen
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verschiedenen Annealing-Moglichkeiten und die relativen Fragmentkonzentrationen
bestimmen die bevorzugte Annealing-Moglichkeit bei einer bestimmten Temperatur. Das
bedeutet, bei hohen Temperaturen werden hauptsdchlich Fragmente mit langen
Uberlappungsbereichen hybridisieren, die exakt zueinander passen. Wird die Temperatur
gesenkt, wird die Schmelztemperatur fiir Fragmente mit sukzessive kiirzeren
Uberlappungsbereichen oder fiir Fragmente mit ein bis zwei Mismatch-Positionen erreicht
und die Selektivitdt der Amnnealing-Moglichkeiten wird ausgeglichener. Zum einen folgt
daraus: Eine niedrige Annealing-Temperatur erleichtert die Hybridisierung von Fragmenten
verschiedener Elterngene. Zum anderen erleichtert eine niedrige Annealing-Temperatur auch
unspezifische Hybridisierungen nicht homologer DNA-Fragmente und somit die Bildung
unspezifischer Nebenprodukte. Es empfiehlt sich daher, die Annealing-Temperatur oberhalb

von 55 °C zu variieren, um die Bildung unspezifischer Produkte zu untersuchen.

Die Verwendung von vergleichsweise weniger Fragment-DNA fiihrte zur vermehrten
Bildung des spezifischen Reassemblierungsproduktes. Deshalb sollte die DNA-Menge in
jedem Reassemblierungsexperiment variiert werden. Besonders wichtig war auch die
Zyklenzahl. Nach nur 30 Zyklen konnte mit einer Kontroll-PCR aufer in zwei Proben kein
Reassemblierungsprodukt amplifiziert werden. Das Zielfragment konnte jedoch in allen
Proben, die 50 Zyklen mit dem Tag/Exo-Gemisch reassembliert wurden, amplifiziert werden.
Fir kiinftige Reassemblierungsexperimente sollten deshalb ebenfalls mindesten 50 Zyklen
verwendet werden. AufSerdem zeigte sich in beiden Reassemblierungsexperimenten, dass die
in der PCR zur Amplifizierung der Reassemblierungsprodukte eingesetzte Template-Menge
die Produktausbeute der erwarteten Grofie nicht proportional beeinflusste. Demnach sollte

auch die Template-Menge stets optimiert werden.

Der Erfolg der Reassemblierungsreaktion und die Qualitdt der Reassemblierungsprodukte
hédngen mafigeblich von der Lange der Fragmente sowie der Anzahl der zur
Fragmentsynthese verwendeten Primer und ihren Bindungsstellen ab. Diese Faktoren

konnen zu Optimierungszwecken variiert werden (siehe Abschnitt 9.1).

9.6. Rekombination von ciap und hpap

Als Modell fir die Walk Through Rekombination homologer DNA-Sequenzen wurden die
Gene von zwei alkalischen Phosphatasen aus dem Kilberdarm (ciap) und aus humaner
Plazenta (hpap) gewdhlt. Die Sequenzidentitidt beider Gene betrdgt 81 %. Die minimal fiir
Reassemblierungsexperimente erforderliche Sequenzidentitdt betrdgt 70 % (SIEBER ET AL.,
2001). Fiir die Reassemblierung der 1650 bp langen DNA-Sequenzen wurden Fragmente von
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durchschnittlich 100 bis 300 Nukleotide Linge verwendet, die je Gen mit Hilfe von sechs
Primern hergestellt worden sind. Die Bindungsstellen der Primer fiir die Fragmentsynthese
wurden anhand der zu erwartenden Fragmentlinge wund hinsichtlich guter
Primerbindungseigenschaften gewahlt. Um die spatere Amplifizierung und Klonierung der
Reassemblierungsprodukte zu erleichtern, wurde ein gemeinsames Primerpaar fiir beide
Gene gewdhlt, das innerhalb der Plasmidsequenz bindet wund geeignete
Restriktionsschnittstellen einschliefst. Die innerhalb der Gensequenzen bindenden Primer
besitzen relativ zueinander versetzte Bindungsstellen in ciap und hpap. Dadurch wird der
Uberlappungsbereich fiir hybridisierende Fragmente verschiedener Elterngene erweitert und

somit die Durchmischung der Elterngensequenzen gefordert.

9.7.  Sequenzdatenanalyse

Insgesamt 13 Klone, die mittels Walk Through Rekombination der zwei Elterngene ciap und
hpap entstanden sind, wurden sequenziert und analysiert. Alle analysierten DNA-Molekiile
besafien chimdre Sequenzen, dass heifst, es gab keinen Hintergrund mit nicht rekombinierten
Elterngenen. Die Rekombinationsereignisse waren tiiber die gesamte Gensequenz verteilt. Es
gab keine auffillige Haufung von Rekombinationen in Primerndhe, wie die Art der

Fragmentsynthese mit der Wahl der Primerbindungsstellen hédtten vermuten lassen.

Der Abstand zwischen den Rekombinationsereignissen war sehr klein, wobei sich der
kleinste Abstand nicht genau feststellen ldsst, da einerseits der genaue Ort der
Rekombination in einem Bereich vollstindiger Sequenzidentitdt nicht zu ermitteln ist und
andererseits in einigen Fillen nicht klar ist, ob Rekombination oder Punktmutation
stattgefunden haben (Abschnitt 7.7). Im besten Beispiel fiir zwei dicht beieinander liegende
Rekombinationsereignisse, die nicht auch auf Punktmutationen zurtickzufiihren wdren,
betrdgt der Abstand eine nicht zu ermittelnde Anzahl an Basenpaaren zwischen vier und 18.
Dieses Ergebnis zeigt, dass mit der Walk Through Rekombination aufgrund der kiirzeren
Rekombinationsabstdnde eine hohe Variabilitdt der entstehenden chimédren Molekiile erzeugt
werden kann oder mit anderen Worten, ein grofierer Bereich des ,,Sequenzraumes’ erreicht
werden kann. Diese Vielfalt der Chimdren wiederum ermoglicht eine grofie Vielfalt der
Eigenschaften der codierten Proteine. Diese minimalen Rekombinationsabstdnde in der Walk
Through Rekombination werden durch die Art bzw. hohe Vielfalt der verwendeten
Fragmente (siehe auch Abschnitt 7.2) ermoglicht.

Da in einigen Fillen nicht klar ist, ob Rekombinationen oder Punktmutationen vorliegen,

wurde fiir die Bewertung der Walk Through Rekombination einmal unter Annahme der
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Punktmutationen und ein zweites Mal unter Annahme von Rekombinationsereignissen
gezdhlt. Die tatsdchliche Anzahl an Rekombinationsereignissen oder Punktmutationen wird
vermutlich zwischen beiden ermittelten Werten liegen. Gerade vor dem Hintergrund, dass
die Rate an Spontanmutationen in den Reassemblierungsprodukten mit durchschnittlich
2,8 bis 3,2 je kbp recht hoch ist, erscheint das Auftreten von Punktmutationen anstelle von
Rekombinationen in den betrachteten Fillen als sehr wahrscheinlich. Andererseits ldsst die
Art der Basenaustausche nicht immer auf Spontanmutationen schliefen. Denn unter
Standardbedingungen werden von der Tag-Polymerase bevorzugt Transitionen, das heifst A-
T & G-C-Austausche eingefiihrt. In vier der acht ungekldrten Fdlle wurden jedoch
Transversionen (A-T ¢ C-G- Austausche oder C-G ¢ G-C- Austausche) beobachtet, die nur
sehr selten durch die Tag-Polymerase eingefiihrt werden (SHAFIKHANI ET AL., 1997). Die
einzige Moglichkeit zur Aufkldarung dieser Fragestellung wire, die gesamte Rekombination
unter weniger mutagenen Bedingungen durchzufiihren und somit den Hintergrund an
Spontanmutationen zu reduzieren. Die Reduzierung der Mutationsrate ist auch unter einem
zweiten Aspekt erstrebenswert: Die meisten Aminosdureaustausche sind, statistisch
betrachtet, schadlich fur die Struktur oder Funktion des Proteins (STEIPE, 1999). Das heifit, mit
zunehmender Mutationsanzahl wird die Anzahl aktiver Klone reduziert. Es ware deshalb
vorteilhaft, die Mutationsrate soweit wie moglich zu reduzieren und nur bei Bedarf

kontrolliert zu erhshen.

Die hohe Mutationsrate von 2,8 - 3,2 je kbp ldsst sich folgendermafien erkldren. Fur die
Durchftihrung der Walk Through Rekombination wurden drei PCR-Reaktionen mit der Tag-
Polymerase durchgefiihrt. Die Prédparation der U-DNA geschah in zwei aufeinander
folgenden PCRs. Abschliefiend erfolgte die Amplifizierung der Reassemblierungsprodukte
mit Hilfe der Tag-Polymerase. Da die Tag-Polymerase eine hohe Fehlerrate von 1/9000 je
polymerisiertes Nukleotid besitzt (TINDALL & Kunkel, 1988), akkumuliert sich im Verlauf der
vielen Zyklen (hier insgesamt ca. 90 Zyklen) die Fehlerrate auf theoretisch zehn Fehler je kbp.
Durch Verwendung alternativer Polymerasen mit niedrigeren Fehlerraten ldsst sich
vermutlich die Anzahl der Mutationen senken. So kann fiir die abschliefende Amplifizierung
die Pfu-Polymerase verwendet werden, welche im Gegensatz zur Tag-Polymerase tiber die
Fahigkeit zur Fehlerkorrektur verfiigt und deshalb sechs bis 100-fach weniger Fehler einbaut
(HOGREFE ET AL., 2002). Zur Prédparation der U-DNA ist die Pfu-Polymerase jedoch nicht
geeignet, da diese Uracil-haltige DNA nicht amplifizieren kann (SLUPPHAUG ET AL., 1993). Fiir
die U-DNA-Prédparation konnte man alternativ das Tag/Exo-Gemisch verwenden. Hierbei ist
die Fehlerrate geringer als bei Verwendung reiner Tag-Polymerase (genaue Angaben lagen
im Rahmen der Arbeit nicht vor). Zudem kann der zweite PCR-Schritt zur U-DNA-Synthese
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ausgelassen werden und somit die gesamte Zyklenanzahl um 30 Zyklen reduziert werden.
Dieser zweite PCR-Schritt wurde zur Sicherheit durchgefiihrt, um Uracil-freie Eltern-DNA
restlos zu entfernen. Da die Reinheit der U-DNA-Prédparation mittels UNG-Verdau und einer
Test-PCR (siehe Abschnitt 7.3) bestdtigt werden kann, ist diese zus&tzliche PCR-Reaktion

nicht notig.

Die Rekombinationsfrequenz (2,5 - 3,5 Rekombinationen je kbp) kann ebenfalls optimiert
werden. Einige Ansdtze zur Optimierung der Rekombinationsfrequenz wurden in den
vorangegangen Abschnitten (siehe Fragmentsynthese im Abschnitt 9.1 und Reassemblierung
im Abschnitt 9.5) bereits diskutiert. Sie umfassen im wesentlichen die Fragmentldnge, die
Primerwahl, die Primeranzahl und die Reassemblierungsbedingungen. Moglicherweise kann
die Variabilitdt der Fragmente auch durch Verwendung von zufilligen Primersequenzen
(Hexameren) erhoht werden. Sofern nur zwei Elterngene rekombiniert werden sollen, kann
die Rekombinationsfrequenz erhoht werden, indem von einem Elterngen nur Fragmente in
Sense-Orientierung und von dem anderen Elterngen nur Fragmente in Antisense-Orientierung
synthetisiert werden. Die Reassemblierung dieser Fragmente kann nur erfolgen, wenn
zumindest im ersten Zyklus der Reassemblierungsreaktion zwei Fragmente unterschiedlicher

,,Herkunft”” miteinander hybridisieren.

Werden mehrere Elterngene miteinander rekombiniert, ist zu erwarten, dass sich die
Rekombinationsfrequenz in Folge einer synergistischen Reassemblierung weiter erhoht
(MOORE ET AL., 2001). Dies wurde in Family-Shuffling-Experimenten beobachtet und mit in

silico-Fallstudien mit 12 Subtilasen berechnet.

Bei der Analyse der Sequenzdaten wurde ein hoher Anteil an Deletionen gezihlt, so dass
sieben der 13 Klone nicht fiir ein funktionsfdhiges Protein codieren konnten. Ob das haufige
Auftreten von Deletionen auf die Rekombinationsmethode zuriickzufiihren ist, kann bis zum
jetzigen Zeitpunkt nicht gekldrt werden. Moglicherweise lassen sie sich zum Teil mit der
wiederholten Verwendung der Tag-Polymerase erkldren. Es ist bekannt, dass diese
Polymerase Rasterschubmutationen (mit einer Rate von 1/41000, TINDALL & Kunkel, 1988)
einfiihrt. Zur Aufkldarung dieses Problems miisste die Walk Through Rekombination, wie
bereits oben beschrieben, unter weitgehendem Ausschluss der Tag-Polymerase wiederholt

werden.

Am 3’-Ende der klonierten DNA-Sequenzen wurden Primerkonkatemere bemerkt. Da diese
wiederholten Primersequenzen nicht am 5°-Ende beobachtet werden konnten, wird davon

ausgegangen, dass es sich um ein Sequenz-spezifisches Problem handelt. Klarheit zu dieser
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Fragestellung sollte die Wiederholung der Walk Through Rekombination mit einem
alternativen DNA-Template schaffen. Somit liele sich ebenfalls feststellen, ob die
beschriebenen Schwierigkeiten bei der Klonierung (Abschnitt 7.7) auf die Existenz der

Primerkonkatemere zuriickzufiihren sind.

9.8.  Vergleich der Rekombinationsmethoden

Die Ergebnisse der Walk Through Rekombination wurden beztiglich der drei
charakteristischen Eigenschaften (1) durchschnittliche Mutationsrate, (2) Rekombinations-
effizienz (Anteil chimérer Sequenzen am Rekombinationsprodukt) und (3) Rekombinations-
frequenz (Anzahl der Rekombinationsereignisse) mit den bisher verfiigbaren Methoden zur
homologen in vitro Rekombination verglichen (Tabelle 9). Die zu den Methoden publizierten
Zahlen wurden jeweils auf die Anzahl der betrachteten Ereignisse je Kilobasenpaar (kbp)
umgerechnet. Wenn die Anzahl der Ereignisse von den Autoren nicht erwdhnt wurde, aber

anhand der abgebildeten Sequenzen ersichtlich waren, wurden sie gezdhlt.

Ein direkter Vergleich der verschiedenen Methoden ist auf Grundlage der
zusammengetragenen Daten nicht moglich, da die Methoden an verschiedenen Beispielen
mit jeweils unterschiedlichen Homologien durchgefiihrt wurden. Werden homologe
Sequenzen  mit  niedrigerer = Sequenzidentidt  rekombiniert, sind  weniger
Rekombinationsereignisse zu erwarten, da die Annealing-Reaktion dieser Fragmente
erschwert wird. Bei der Rekombination homologer Sequenzen mit sehr hoher
Sequenzidentitédt lassen sich andererseits einige Rekombinationsereignisse nicht detektieren
(stille Rekombinationen), da keine Sequenzunterschiede als Marker vorhanden sind. Bei dem
Vergleich spielt aufSerdem eine Rolle, ob die analysierten Klone zufdllig oder aber im
Anschluss an eine Selektion auf ihre biologische Aktivitdt ausgewdhlt wurden. Wurde auf
biologische Aktivitdt selektioniert, konnten unter Umstinden die aktiven Elterngene im
Vergleich zu den rekombinierten Klonen angereichert werden. Aus diesen Griinden lassen
die Daten der Tabelle 9 nur einen groben Vergleich der Methoden zu. Fiir einen direkten
Vergleich miissten die verschiedenen Methoden mit der gleichen Modell-DNA durchgefiihrt
werden. In Tabelle 9 wurden daher zusitzlich zu den Ergebnissen der Rekombination
sowohl die Grofie der Elterngene, die prozentuale Sequenzidentidt und die Anzahl der
analysierten chimidren Klone aufgelistet. Sofern sich die Elterngene nur an einigen Positionen
unterschieden, wurde die Anzahl dieser ,,Marker” anstelle von prozentualen

Sequenzidentitdten verwendet.
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Tabelle 9 enthdlt die Ergebnisse fiir DNA-Shuffling, Random Priming Rekombination,
Staggered Extension Prozess, Heteroduplex Formation, und RACHITT. Diese Methoden
wurden bereits in der Einleitung (Abschnitt 5.12) ausfiihrlich vorgestellt. Dartiber hinaus
enthdlt die Tabelle die Ergebnisse von drei Varianten des DNA-Shufflings, die der
Optimierung der Mutationsrate und der Rekombinationseffizienz dienten. Diese Varianten
sollen zundchst erldutert werden. Mit dem sogenannten High Fidelity Shuffling (ZHAO &
ARNOLD, 1997) wurde die Rate an Spontanmutationen von vorher sieben Mutationen je kbp
(STEMMER, 1994) auf 0,5 Mutationen je kbp reduziert. Dies erfolgte unter Verwendung vom
Plasmid-DNA anstelle von PCR-Produkt als Ausgangs-DNA und durch Benutzung von Pfu-
Polymerase fiir die Reassemblierung und Amplifizierung. Die beiden anderen
Weiterentwicklungen des DNA-Shufflings dienten dazu, den Anteil chimaérer
Reassemblierungsprodukte zu erhohen (KIKUCHI ET AL., 1999 UND 2000). Diese Arbeitsgruppe
beschreibt, mit dem klassischen DNA-Shuffling von W. Stemmer weniger als 1 % chimaére
Gene erhalten zu haben. Die Gruppe optimierte diese Rate auf 100 % durch die Verwendung
von Restriktionsenzymen anstelle der DNAse bzw. auf 14 % durch die Verwendung von
einzelstrangiger Template-DNA. Durch die Verwendung der Restriktionsenzyme konnte die
Zahl chimérer Reassemblierungsprodukte stark erhoht werden. Allerdings erfolgt auf diese
Weise keine zufillige Fragmentierung der Eltern-DNA. Die Erhohung des Anteils chimérer
Gene durch Verwendung einzelstrangiger DNA beruht auf dem Gebrauch von
einzelstrangiger DNA des einen Elterngens und einzelstrangiger DNA des komplement&dren

Strangs des anderen Elterngens (asymmetrische Fragmentleiten).

Ein Vergleich aller Methoden zeigt, dass sie sich mit 2,1 - 4,7 Rekombinationsereignissen je
kbp (mit Ausnahme der RACHITT-Methode) hinsichtlich der Rekombinationsfrequenz nicht
betrédchtlich unterscheiden. Die RACHITT-Methode erméglicht sehr hohe Rekombinations-
frequenzen von 11,2 je kbp (Coco et al., 2001; WO 01/29211; WO 01/29212).

Die meisten Methoden weisen im Vergleich zur Walk Through Rekombination niedrigere
Raten an Spontanmutationen auf. Wie schon in Abschnitt 9.7 erldutert, ist das mit der
wiederholten Verwendung der Tag-Polymerase zu erkldren und kann optimiert werden. Mit
den meisten der aufgefiihrten Methoden ist es moglich, 100 % Rekombinationseffizienz zu

erreichen.

Obwohl aus oben genannten Griinden ein Vergleich der Rekombinationsmethoden auf
Grundlage der zusammengetragenen Daten nur unter Vorbehalten moglich ist, zeigt sich,

dass die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Walk Through Rekombination eine vergleichbar
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leistungsstarke Methode hinsichtlich der Anzahl der chimdren Rekombinationsprodukte
(Rekombinationseffizienz) und der Anzahl der Rekombinations-ereignisse
(Rekombinationsfrequenz) darstellt. Dartiber hinaus besitzt die Walk Through Rekombination
zwei besondere Stidrken: ein geringer Abstand zwischen zwei Rekombinationsereignissen
und eine einfache technische Durchfiihrbarkeit. Es ist auch zu erwarten, dass durch die
Vielfalt der DNA-Fragmente unabhidngig vom Nukleotid am 3’-Ende des Fragmentes eine
sehr gleichméfiige Verteilung der Rekombinationsereignisse ermoglicht wird. Dies kann
anhand der Sequenzen nur bedingt tiberpriift werden, da der genaue Ort des
Rekombinationsereignisses nicht bestimmt werden kann (siehe Abschnitt 7.7). Derzeitiger
Schwachpunkte ist die hohe Mutationsrate, die vermutlich durch weitgehende Vermeidung

der Tag-Polymerase in der Walk Through Rekombination gesenkt werden kann.
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Tabelle 9

Vergleich von Methoden der homologen Rekombination mit der Walk Through Rekombination

In Spalte 1 wurden jeweils die Methode mit ihrer Referenz und das Beispiel-Gen aufgefiihrt. In Spalte 2 wurden zur
Evaluierung der Ergebnisse die Grofle der Elterngene, ihre prozentuale Sequenzidentitit und die Anzahl der analysierten
chimdren Klone aufgelistet. Die Spalten 3-5 zeigen die Ergebnisse der Rekombination hinsichtlich der Mutationsrate,
Rekombinationseffizienz (Anteil chiméirer Gene im Rekombinationsprodukt) und die Rekombinationsfrequenz (Anzahl der

Rekombinationsereignisse).

Methode GroRke Punkmutationen Rek.-Effizienz Rek.-Frequenz
Referenz Sequenz-ldentitat (je kbp) (% chimére Gene) (durchschnittl./hochste
Gen Anzahl chimarer Klone Rek.-Anzahl je kbp)
DNA-Shuffling 1kb 7 24% n.b./n.b.
Stemmer, 1994 b) 2 Marker (von moglichen 25 %)
LacZ « n=386 (aktiv)
Interleukin 1 B 0,5 kb n.b. n.b. 4/n.b.
(Annealing bei niedriger Temperatur) 76 %
n=9 (ohne Selektion)
High Fidelity -Shuffling 1kb 0.5 90 % 24/6
Zhao & Arnold, 1997 10 Marker
Subtilisin E n=9 (ohne Selektion)
DNA-Shuffling , (Restriktionsenzyme) 0,9 kb 0.3 100 % 4,7/6.5
Kikuchi et al., 1999 84 %
Catechol-Dioxygenase n=10 (aktiv)
DNA-Shuffling (ssDNA) 0,9 kb 0.5 14 % 34/65
Kikuchi et al., 2000 84 %
Catechol-Dioxygenase n=7 (aktiv)
Random Priming Rekombination 1kb 1.8 100 % 4.0/6.0
Shaoet al., 1998 10 Marker
Subtilisin E n=10 (ohne Selektion)
Staggered Extension Prozess (StEP) 1kb 0.6 100 % 21740
Zhao et al., 1998 10 Marker
Subtilisin E n=10 (ohne Selektion)
Heteroduplex Formation - n.b. 60 % n.b./ n.b.
Volkov et al., 1999 2 Marker
GFP -
RACHITT 1,3 kb 0.9 100 % 11,2 / n.b.
Coco et al., 2001 90 %
Monooxygenase n=22 (ohne Selektion)
Walk Through Rekombination 1,5 28-3.2 100 % 27-35/48-173
diese Arbeit 81%

Alkalische Phosphatase

n=13 (ohne Selektion)
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10.Diskussion zur Creatinase

Die Creatinase aus Erwinia sp. wurde hinsichtlich ihrer thermischen Stabilitdt optimiert. Der
apparente Schmelzpunkt Twmapp) konnte von 58 °C auf 66 °C erhoht werden. Die
enzymatische Effizienz der finalen Mutante CTsd7, ausgedriickt als kcai/Km-Wert, wurde

trotz Stabilisierung beibehalten.
10.1. Optimierung der Creatinase mittels Mutagenese

Die Optimierung erfolgte durch eine Kombination aus zwei Runden fehlerhafter PCR mit
anschlieflendem Screening sowie Sattigungsmutagenesen (Permutation der Aminosduren an

einer Position) an den identifizierten Positionen:

(1) Mutanten CT1m7 und CT1m?24:

In der ersten Mutantengeneration wurden zwei Mutanten mit je einem
Aminosdureaustausch (CT1m?7: F59Y; CT1m?24: N130D) identifiziert, die zu einer Erhohung
der thermischen Stabilitdt um je 1 °C fiihrten. Eine der beiden Mutanten, CT1m24, wurde
aufgrund  ihrer erhohten enzymatischen Effizienz ~und ihrer verminderten
Aggregationsneigung fiir eine weitere Runde fehlerhafter PCR mit anschiefSendem Screening

ausgewdhlt.

(2) Mutanten CT2m9 und CT2m10:

In der zweiten Mutantengeneration wurden wiederum zwei Mutanten mit je einem
Aminosdureaustausch (CT2m9: M203V; CT2m10: F395L) identifiziert, die zum einen eine
weitere thermische Stabilisierung (CT2m9: A Tmapp) = 4 °C) und zum anderen eine Erh6hung

der enzymatischen Effizienz bewirkten.

(3) Mutante CTsd2:
Die Kombination der Aminosdureaustausche der zweiten Mutantengeneration (M203V und
F395L) mit Mutation N130D aus CT1m?24 fiihrte zur Kombination der Eigenschaften der

Eltern in der resultierenden Creatinase CTsd?2.

(4) Mutante Ctsd7:

Die Permutation der Aminosdure-Position 59 an Mutante CT1m?24 fiihrte zur deutlichen
Erhohung des apparenten Schmelzpunktes Twmapp) um 4 °C. Die Kombination aller vier
Aminosdurepositionen, einschliefilich der , permutierten” Aminosdure, fiithrte zu Mutante

CTsd?. Die Mutante vereinte alle Eigenschaften ihrer Eltern in sich. Im Vergleich zum
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Wildtyp besitzt sie einen um 8 °C hoheren apparenten Schmelzpunkt Twmapp) und die

enzymatische Effizienz konnte ,, wiederhergestellt” werden.

Die Zufallsmuagenese mittels fehlerhafter PCR hat sich im Falle der Creatinase aus Erwinia
sp. als geeignete Methode zur Stabilisierung erwiesen. Das war aufgrund von bereits
vorliegender wissenschaftlicher Untersuchungen zu erwarten gewesen. Die Zufalls-
mutagenese ist namlich zur Losung (ausschliefslich) solcher Probleme geeignet, bei denen
Mutationen in mehreren iterativen Runden identifiziert und additiv miteinander kombiniert
werden konnen, z.B. wenn Stabilitdten oder Aktivitidten von Enzymen erhcht werden sollen
(DANNERT, 2001). Wiirde allerdings zur Etablierung neuer Proteinfunktionen die gleichzeitige
Einftihrung mehrerer Mutationen benétigt werden, ist diese Art der Zufallsmutagenese nicht
mehr ausreichend und miisste durch effizientere Methoden wie die homologe in vitro
Rekombination ersetzt werden (DANNERT, 2001, siehe Abschnitt 5.5 ff).

Die thermostabilisierenden Effekte bei der Creatinase aus Erwinia sp. wurden durch
voneinander unabhédngige und beinahe additiv wirkende Mutationen (F59W, N130D, und
M293V) hervorgerufen. Auch anhand anderer Beispiele in der Literatur wurde beschrieben,
dass die Erhohung der thermischen Stabilitdt auf additive Effekte zurtickgefiihrt werden
kann (PANTOLIANO ET AL., 1989; WELLS, 1990; SERRANO ET AL., 1993; SCHUMANN ET AL., 1993 B;
AKASAKO ET AL., 1995, LEHMANN ET AL., 2002). Da mit dem Einfithren von Zufallsmutationen
tiber Einzelbasenaustausche meist nur einander dhnliche Aminosduren ausgetauscht werden
konnen, wird von MIYAZAKI & ARNOLD (1999, siehe auch Abschnitt 5.9) empfohlen, diese mit
einer Sattigungsmutagenese an den betreffenden Positionen zu kombinieren. Tatsédchlich
konnte im Fall der Creatinase aus Erwinia sp. die thermische Stabilitat um weitere 4 °C erhoht
werden, indem an Aminosdureposition 59 ein Tryptophan eingebaut wurde. Ein Umbau des
urspriinglichen Phenylalanin-Codons (TTC) zum Tryptophan-Codon (TGG) wére mit einem

Einzelbasenaustausch nicht moglich gewesen.

Bei der Optimierung der Creatinase aus Erwinia sp. wurde ein weiteres in der
wissenschaftlichen Literatur beschriebenes Prinzip angewendet: Da selten durch einen
einzelnen Aminosdurenaustausch mehrere Eigenschaften gleichzeitig verdndert werden
konnen, ist es effektiver, diese Eigenschaften separat zu optimieren und in einem zweiten,
Schritt zu kombinieren (KUCHNER & ARNOLD, 1997). Auf diese Weise wurden z.B. aus der
zweiten Mutantengeneration zwei Mutanten CI2m9 und CT2m10 isoliert, die jeweils eine
verdnderte Eigenschaft (thermische Stabilitdt oder enzymatische Effizienz) besafien. Diese

Eigenschaften wurden anschlieffend in Mutante CTsd2 erfolgreich miteinander kombiniert.
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Die Stabilisierung der Creatinase aus Erwinia sp. ist ein weiteres Beispiel daftir, dass die
Thermostabilisierung eines Enzyms ohne Beeintrachtigung der katalytischen Aktivitdt bei
niedrigen Temperaturen erfolgen konnte. Das ist insofern bemerkenswert, da bis vor kurzem
noch diskutiert wurde, ob erhohte Stabilitdt immer auf Kosten der Flexibilitdt eines Enzyms,
und somit auch auf Kosten der enzymatischen Aktivitdt erfolgen wiirde. Da die Aktivitdaten
thermophiler Enzyme bei niedrigen Temperaturen im Vergleich zu ihren mesophilen oder
psychrophilen Homologen beeintrachtigt sind (WRBA ET AL., 1990; MEIERING ET AL., 1992;
SHOICHET ET AL., 1995), wurde zundchst angenommen, dass Enzyme nicht gleichzeitig
thermostabil und bei niedrigen Temperaturen hoch aktiv sein kénnen. Dies wurde erwartet
unter der Annahme, dass thermische Stabilitit und Katalyse einander ausschliefSende
Anspriiche an die Flexibilitdt eines Enzyms stellen. GIVER und Kollegen (1998) bzw. MIYAZAKI
und Kollegen (2000) entwickelten jedoch Enzyme (p-Nitrobenzyl-Esterase bzw. Subtilisin)
unter Verwendung evolutiondrer Methoden, die hohere thermische Stabilitdten
(A Tmapp) = 20 °C bzw. 14 °C) und vergleichbar oder sogar erhohte katalytische Aktivitdten
bei niedrigen Temperaturen aufwiesen. Beide Arbeitsgruppen folgerten daraus: Die
Tatsache, dass Enzyme mit beiden Eigenschaften in der Natur nicht gefunden wurden, hat
seine Ursache nicht in der physikalischen Chemie rdumlicher Proteinstrukturen, sondern
liegt darin begriindet, dass von der Natur einfach nie Selektionsdruck auf beide
Eigenschaften gleichzeitig ausgetibt wurde. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

unterstiitzen diese Erkenntnisse.

Im Labor konnen beide Eigenschaften im selben Enzym optimiert werden, sofern
entsprechender Selektionsdruck angewendet wird. Dies geschieht geméfs dem ersten Gesetz
der Zufallsmutagenese: ,,You get what you screen for”” (YOU & ARNOLD, 1996). Die Strenge
dieses Gesetzes war auch am Beispiel der Creatinase aus Erwinia sp. zu beobachten. In der
ersten Screening-Runde mit der Creatinase aus Erwinia sp. wurde zundchst nur auf thermische
Stabilitdt selektioniert. Die identifizierten Mutanten verfiigten iiber erhohte thermische
Stabilitdt. Dies bewirkte allerdings eine Verminderung der enzymatischen Effizienz (siehe
Abschnitt 8.1.1). Durch das Anlegen beider Selektionskriterien (thermische Stabilitdt und
Aktivitat, bzw. Ky) in der zweiten Screening-Runde konnten beide Eigenschaften gleichzeitig

optimiert werden (siehe Abschnitt 8.1.2).

Mit nur vier Aminosdureaustauschen konnte die Creatinase aus Erwinia sp. um 8 °C (Tmapp))
stabilisiert werden, womit die Aussage von MIYAZAKI ET AL (2000) unterstiitzt werden kann:
Enzyme konnen unter starkem Selektionsdruck sehr schnell an verdnderte

Umweltbedingungen adaptieren. Von dieser Arbeitsgruppe wurde am Beispiel des
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psychrophilen Subtilisin S41 der Schmelzpunkt mit nur sieben Aminosdureaustauschen, die
in drei Runden fehlerhafter PCR oder homologer in vitro Rekombination und nachfolgendem
Screening, identifiziert wurden, um 20 °C erhoht. Der erhohte Schmelzpunkt des Enzyms
entspricht der thermischen Stabilitdt seines thermophilen Homologs. Das war moglich,
obwohl sich die Aminosdure-Sequenzen des thermophilen Subtilisin im Gegensatz zum
optimierten Subtilisin in immerhin 85 Positionen vom psychrophilen Subtilisin
unterscheiden. Die im Labor eingefiihrten Mutationen entsprechen hauptsédchlich nicht
denen, die das psychrophile Enzym von seinem thermophilen Homolog unterscheidet. Diese
wissenschaftliche Arbeitsgruppe vermutet als Ursache, dass einerseits viele verschiedene
Sequenzltsungen fiir das Stabilisierungsproblem existieren. Andererseits entspricht der von

der Natur auferlegte Selektionsdruck nicht dem in den Evolutionsexperimenten im Labor.

Zur Stabilisierung der Creatinase aus Erwinia sp. konnte die Methode der fehlerhaften PCR
erfolgreich angewendet werden. Sofern verfiigbar, konnen zur Losung dieses Problems auch
andere Mutagenese-Methoden verwendet werden. Zum einen empfiehlt sich eine der
Methoden zur homologen in vitro Rekombination (siehe Einleitung) bzw. die im Rahmen
dieser Arbeit entwickelte Walk Through Rekombination. Zum anderen wére eine Methode
geeignet, die auf dem Ansatz des Konsensus-Konzepts (LEHMANN ET AL., 2000; LEHMANN ET
AL., 2002) beruht. Dieser semirationale Ansatz beruht auf der Hypothese, dass Konsensus-
Aminosduren in einem Alignment homologer Proteine mehr zur Stabilitdt eines Proteins
beitragen als Nichtkonsensus-Aminosduren. Konsequenterweise kann die Stabilisierung
eines Proteins dadurch erfolgen, dass Nichtkonsensus-Aminosduren durch Konsensus-
Aminosduren ausgetauscht werden. Auf diese Weise wurde ein Konsensus-Enzym
entwickelt, welches auf 13 Aminosdure-Sequenzen von Wildtyp-Phytasen mesophiler Pilze
basiert und eine um 15 - 22 °C hohere Schmelztemperatur als seine Eltern aufwies (LEHMANN
ET AL., 2000).

10.2. Isolierung der Creatinase aus E.coli

Die Wildtyp-Creatinase und ihre beste Mutante CTsd7 wurden vergleichend charakterisiert,
um Hinweise auf die Art der Stabilisierung zu erhalten. Zu diesem Zweck wurden beide
rekombinant exprimierten Proteine isoliert und ihre Identititen und Homogenitdten

bestdtigt:

Die Isolierung der rekombinanten Erwinia sp.-Creatinase und ihrer Mutanten aus E. coli-
Kulturen erfolgte in ftinf Schritten mit guter Ausbeute von ca. 35 %. Mittels Zellaufschluss,

Polyminabtrennung, DEAE-Sepharose, Phenyl-Sepharose und Superdex-200-
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Gelfiltrationschromatographie konnten aus 11 Schiittelkultur z.B. 64 mg Wildtyp-Creatinase
isoliert werden. Die Identitdt und die Homogenitdt von Wildtyp-Creatinase und Mutante
wurden mittels ESI-Massenspektrometrie und N-terminaler Sequenzierung bestitigt (siehe
Abschnitt 8.2.2). Mittels analytischer Ultrazentrifugation wurde gezeigt, dass beide Proteine
als Homodimer vorliegen (siehe Abschnitt 8.2.2), wie es auch fiir die Creatinasen aus
Pseudomonas putida (HOFFKEN ET AL., 1988; 64 % Sequenzidentidt) und aus Actinobacillus
(PADMANABHAN ET AL., 2002; Sequenzidentitdt nicht verftigbar) anhand der Daten ihrer

Rontgenkristall-Strukturen bekannt ist.

10.3. Vergleich der Wildtyp-Creatinase mit Mutante CTsd7

10.3.1. Aussagen zur Sekundir- und Tertidrstruktur sind sehr begrenzt moéglich

Mit spektroskopischen Methoden wurde Wildtyp und Mutante auf eventuelle strukturelle
Unterschiede untersucht. Da die Mutante im Vergleich zum Wildtyp {iber ein zusétzliches
stark chromophor und fluorophor wirkendes Tryptophan verfiigt, wurden die
spektroskopischen Vergleiche eingeschrankt. Sowohl fiir Nah-UV-CD-Spektroskopie als auch
fir Fluoreszenzemissions-Spektroskopie galt, dass sich die Spektren der beiden nativ
strukturierten Creatinasen voneinander unterschieden. Aussagen zur raumlichen Umgebung
der aromatischen Aminosduren bzw. zu den Tertidrstrukturen sind aufgrund dieser Daten
nicht moglich. Um Gewissheit zu erlangen, wéren andere nicht auf Spektroskopie beruhende
Methoden der Strukturaufklarung notig. Die Fern-UV-CD-Spektren der nativen Creatinasen
konnten innerhalb des experimentellen Fehlers als identisch bewertet werden und lassen
somit eine Aussage zu den Sekundarstrukturen zu: Beide Creatinasen besitzen den gleichen
Gehalt an Sekundarstruktur-Elementen (siehe Abbildung 23). Der Gehalt an
Sekundérstruktur-Elementen kann aufgrund der hohen Sequenzidentitit (64 %) zur
Creatinase aus Pseudomonas putida (HOFFKEN E AL., 1988) mit sehr hoher Sicherheit aus der
Rontgenkristall-Struktur letzterer tibernommen werden. Diese besitzt 37 % «o-Helix-
Strukturen und 25 % B-Faltblatt-Strukturen. Der hohe &-helikale Gehalt korrespondiert zu
der Form der Fern-UV-CD-Spektren der Creatinase aus Erwinia sp. mit den zwei
charakteristischen Minima bei 222 nm und 209 nm (SCHMID, 1995).

10.3.2. Die Mutante entfaltet unter verzogerter Aggregation

Die Stabilititen von Wildtyp und Mutante CTsd7 wurden mittels Differential Scanning-
Kalorimetrie verfolgt (siehe Abbildung 20). Die hierbei untersuchte thermische Entfaltung
war ein irreversibler Prozess. Zusétzlich zu den Entfaltungs-Signalen bei 58 °C (CTwt) und
66 °C (CTsd7) wurden schwéchere endotherme Signale bei 30 °C bzw. 39 °C detektiert, die
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mit dem Auftreten von Aggregationsprozessen zusammenfielen (Messung der
Lichtstreuung). Da Aggregationsprozesse wegen ihrer exothermen Natur (WANG, 1999) ein
negatives DSC-Signal geben, konnen die endothermen Signale bei 30 °C bzw. 39 °C nicht auf
Aggregation zurtickgefiihrt werden. Wohl aber kann die Aggregation der Grund sein, dass
die bei dieser Temperatur ablaufenden Prozesse irreversibel erfolgen. Moglicherweise finden
Verdanderungen in der Sekunddr- oder Tertidr-Struktur statt, wie die Entfaltung von
Dominen oder die Dissoziation der Untereinheiten, was vermutlich dazu fiihrt, dass
Aminosduren aus dem hydrophoben Kern zum Losungsmittel exponiert werden und
Aggregation verursacht wird. Aufgrund der Aggregation kann die thermische Entfaltung
nicht mit spektroskopischen Methoden untersucht werden, um Hinweise auf

konformationelle Anderungen der Proteine in diesem Temperaturbereich zu erhalten.

Da die thermische Denaturierung der Creatinasen irreversibel erfolgt, konnen keine
Riickschliisse auf ihre thermodynamische Stabilitidt, sondern nur auf ihre apparente Stabilitt
gegentiiber thermischer Denaturierung gezogen werden. Aus diesem Grund wurden diese
Experimente mit Daten zur thermischen Inaktivierung der Creatinase-Aktivitdt erganzt
(siehe Abbildung 21). Auch hier zeigte sich, dass die Mutante gegentiber dem Wildtyp um
8 °C stabiler war, wobei die apparenten Mittelpunkte der thermischen Inaktivierung jeweils
1 °C unterhalb der thermischen Entfaltung lagen. Das zeigt, dass der Verlust der Aktivitat

mit der Entfaltung der Proteinstruktur bei thermischer Denaturierung einhergeht.

Die GdnHCl-induzierte Denaturierung wurde mittels Fluoreszenzspektroskopie, CD-
Spektroskopie und enzymatischer Aktivitidt verfolgt (siehe Abbildung 26). Hinsichtlich der
Abhingigkeit der Fluoreszenz- oder CD-Signale von der GdnHCl-Konzentration konnten fiir
Wildtyp und Mutante keine Unterschiede gefunden werden. Wie anhand der Aktivitdaten
und der Elliptizitdten bei 225 nm erschlossen werden kann, verlief die GdnHCl-induzierte
Entfaltung irreversibel. Der apparente Mittelpunkt der GdnHCl-induzierten Entfaltung
betrdagt 2,8 M. Im Gegensatz zur thermischen Entfaltung, wo die Inaktivierung und die
konformationelle Entfaltung etwa parallel verlaufen, erfolgt in Gegenwart des
Denaturierungsmittels GAnHCI die Inaktivierung bei deutlich niedrigeren Konzentration an
GdnHCl als die Entfaltung der Proteinstrukturen.

Messungen der Lichtstreuung und UZ-Daten zeigten, dass beide Proteine bei niedrigen
GdnHCl-Konzentrationen zur Aggregationsbildung neigten, wobei diese Neigung beim
Wildtyp stéarker als bei der Mutante ausgepragt war. Dieser Unterschied zwischen Wildtyp

und Mutante kann moglicherweise zu den bereits betrachteten DSC-Daten korrespondieren,
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wobei der Wildtyp schon bei 30 °C, die Mutante erste bei 39 °C DSC-Signale liefert, die der
Proteinentfaltung (apparente Schmelztemperatur) vorangehen und mit Aggregationsbildung

verbunden sind.

Werden alle Daten zusammen genommen, deutet sich an, dass die Creatinase aus Erwinia sp.
wie auch ihre Mutante CTsd7 bei thermischer oder GdnHCl-induzierter Denaturierung
irreversibel tiber Bildung von Intermediaten entfaltet, wobei die Bildung der Intermediate bei
der Mutante verzogert scheint. Somit sind die Voraussetzungen zur Berechnung von
thermodynamischen Grofien, ndmlich eine vollstandig reversibel verlaufende
Proteinentfaltung nach dem Zwei-Zustands-Model (STEIPE, 1999), nicht erfiillt. Die Bildung
der Intermediate zeigt sich in den DSC-Kurven in den ersten Signalen bei 30 °C bzw. 39 °C,
verbunden mit den Beginn der Aggregation. In den Ubergangskurven der GdnHCI-
induzierten Entfaltung zeigt die nichtkooperative Anderung des CD-Signals noch vor
Anderung des Fluoreszenzsignals, dass die Entfaltung iiber Intermediate verlief. Detaillierte
Aussagen zu diesem Bereich sind aufgrund der Aggregation nicht mittels spektroskopischer

Methoden moglich.

Wie die thermische Entfaltung ist die GdnHCl-induzierte Entfaltung mit Aggregation
verbunden. Da Aggregation normalerweise durch die Exposition hydrophober Aminosduren
zum wadssrigen Losungsmittel induziert wird, muss den Aggregationsprozessen der
Creatinase eine  zumindest partielle Entfaltung vorausgegangen sein. Die
Aggregationsneigung bei GdnHCl-induzierter Entfaltung ist beim Wildtyp deutlich starker

als bei der Mutante ausgepragt.

Die Schlussfolgerung wire, dass die beobachtete Stabilisierung der Mutante im Vergleich
zum Wildtyp sich hauptsdchlich in ihrer verringerten Aggregationsneigung ausdriickt und
diese eventuell die Folge einer verzogerten Intermediatbildung ist. Proteinaggregation
resultiert in vielen Fdllen aus der intermolekularen Assoziation partiell entfalteter
Proteinketten (FIELDS ET AL., 1992) und wird vermutlich durch spezifische Interaktionen
bestimmter Konformationen von Proteinintermediaten anstatt durch unspezifische

Koaggregation ausgelost (SPEED ET AL., 1996).

Diese Beobachtungen zeigen Parallelen zur Creatinase aus Pseudomonas putida. Die Creatinase
aus Pseudomonas putida kann wie die Creatinase aus Erwinia sp. nach ihrer GdnHCI-
induzierten Entfaltung weder hinsichtlich der Aktivitdt noch hinsichtlich der Proteinstruktur
renaturiert werden, besitzt eine dhnlich niedrige intrinsische Stabilitdt und aggregiert bei

niedrigen GdnHCI-Konzentrationen (SCHUMANN ET AL., 1993 A). Im Unterschied zur
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Erwinia sp.-Creatinase kann die native Sekundérstruktur der Pseudomonas putida-Creatinase
vollstandig zurtick erhalten werden, die Tertidrstruktur jedoch nicht (SCHUMANN ET AL., 1993
A). Die Denaturierungsreaktion der Creatinase aus Pseudomonas putida verlauft mindestens
zweiphasig mit einer irreversiblen Ausbildung eines Intermediats, welches im zweiten
Schritt einen reversiblen Ubergang zum entfalteten Protein unterliegt (SCHUMANN &
JAENICKE, 1993; SCHUMANN ET AL., 1993). Diese Creatinase wurde hinsichtlich des Effekts ihrer
Einzel-, Doppel- und Dreifach-Mutationen auf ihre intrinsische Stabilitdt untersucht. In allen
biphasischen Profilen war die zweite Transitionsschritt der Mutanten identisch zum Wildtyp
(SCHUMANN ET AL., 1993 B). Daraus wurde geschlussfolgert, dass die Stabilisierung sich nur
auf den ersten Schritt bezieht, bei welchem die katalytische Aktivitit erlischt.

10.3.3. Untersuchung der Modellstruktur von Mutante CTsd7

Die Modellstruktur der Mutante CTsd7 wurde auf Basis der Rontgenkristallstruktur der
Creatinase aus Pseudomonas putida modelliert. Da zwischen beiden Proteinen eine sehr hohe
Sequenzidentitdt von 64 % herrscht, kann mit sehr hoher Sicherheit davon ausgegangen
werden, dass die Modellstruktur mit guter Genauigkeit der allgemeinen Faltung der realen
Struktur von Mutante CTsd7 entspricht. Mittels analytischer Ultrazentrifugation wurde
bestdtigt (siehe Abschnitt 8.3.4), dass die Darstellung der Modellstruktur von Mutante CTsd7
als Homodimer (siehe Abbildung 27), basierend auf der Rontgenkristall-Struktur der

Creatinase aus Pseudomonas putida, berechtigt ist.

Die Creatinase aus Pseudomonas putida ist ein dimeres Enzym mit einem Molekulargewicht
von 97 kDa. Die beiden chemisch identischen Untereinheiten bestehen jeweils aus
404 Aminosduren. Eine Untereinheit besteht aus zwei Doménen, einer kleinen N-terminalen
und einer grofien C-terminalen Domdne. Beide Doménen werden aus zentral angeordneten
antiparallelen p-Faltbldttern gebildet, welche von a-Helices umgeben werden. Die
Substratbindungsstelle befindet sich im Zentrum der grofien Domé&ne und wird teilweise
durch die kleine Domdne der anderen Untereinheit bedeckt. Das Protein enthélt weder intra-
noch intermolekulare Disulfidbriickenbindungen (HOFFKEN ET AL., 1988). Die Doménen sind
lose tiber sechs Wasserstoffbriickenbindungen und eine ionische Wechselwirkung
miteinander verbunden. Die beiden Untereinheiten bilden tiber 20 Wasserstoffbriicken-
bindungen und vier ionische Wechselwirkungen starke Interaktionen miteinander aus
(HOFFKEN ET AL., 1988). Die Rontgenkristallstruktur der Creatinase aus Actinobacillus
(Sequenz und Strukturdaten zum Zeitpunkt der Erstellung der vorliegenden Arbeit nicht

verdffentlicht) ist ebenfalls gelost und weifit die gleiche allgemeine Faltung auf, die der
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Creatinase aus Pseudomonas putida (PADMANABHAN & HORIKOSHI, 2002; PADMANABHAN ET
AL., 2002) entspricht.

Abbildung 28 Elektronendichte von Aminosiure Tryptophan 59 (Mutation Phe59Trp)
Schematische Darstellung der Elektronendichte von Tryptophan 59 und seiner Umgebung in der Modellstruktur
von Creatinase-Mutante CTsd7. Moglicherweise fiillt das voluminosere Tryptophan die Kavitiat an dieser Stelle
besser auf als Phenylalanin.

In die Modellstruktur der Mutante CTsd7 wurden die vier Aminosidureaustausche F59W,
N130D, M203V und F395L lokalisiert. Mutation F395L bewirkte die erhohte enzymatische
Effizienz. Die drei anderen Mutation fiihrten zur Stabilisierung von CTsd7. Mit Ausnahme
der Mutation F395L, die in einer o-Helix lokalisiert ist, befinden sich die Mutationen in
ungeordneten Bereichen des Proteins. Die Mutationen stehen weder im direkten Kontakt
miteinander noch befinden sie sich an der Kontaktfldche der beiden Untereinheiten oder an
der Molekiiloberfliche, so dass sich hieraus keine direkten Einfliisse der Mutationen auf die
Stabilitdt der Creatinase ableiten lassen. Die bereits in Abschnitt 10.1 erwdhnte Additivitat
der Effekte der Mutationen korrespondiert zur der Tatsache, dass die Mutationen raumlich
nicht im direkten Kontakt miteinander stehen und somit keine synergistischen
Wechselwirkungen miteinander eingehen konnen. Die Mutation F395L, welche eine
Erhohung der enzymatische Effizienz bewirkt, liegt weit entfernt vom aktiven Zentrum,
welches an der Kontaktfldche zwischen beiden Untereinheiten lokalisiert ist (HOFFKEN ET AL.,
1988). Dies bedeutet, das ihr positiver Einfluss auf die enzymatische Effizienz vermutlich
nicht direkt mit dem Katalysemechanismus, sondern indirekt {iiber weitreichende

Wechselwirkungen erfolgt. Denkbar wére z.B. eine Erh6hung der strukturellen Flexibilitét.
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Abbildung 29 Umgebung von Asparagin 130 (Mutation Asn130Asp)
Schematische Darstellung der Umgebung von Aspartat 130 in der Modellstruktur von Creatinase-Mutante CTsd7.
Das saure Aspartat 130 befindet sich Nachbarschaft des basischen Lysin 67. Moglicherweise kénnen beide
Aminosduren miteinander elektrostatische Wechselwirkungen eingehen.

Die Erkenntnisse zu den Beziehungen zwischen der dreidimensionalen Proteinstruktur und
ihrer Stabilitit sind weitaus intensiver erforscht und verstanden als die zwischen
Proteinstruktur und Enzymaktivitdt. So ist bekannt, dass thermische Stabilitdt auf erhohte
Packungseffizienz (hauptsdchlich durch ,,van der Waals”-Wechselwirkungen), Netzwerke
von Jonenpaaren und Wasserstoffbriicken-Bindungen (einschlieslich x-Helix-Stabilisierung),
Verringerung konformationeller Spannungen (Loop-Stabilisierung) und Resistenz gegen
chemische Modifizierungen (JAENICKE & BOEHM, 1998) zuriickgefiihrt werden kann. Die in
Mutante CTsd7 eingefiihrten Aminosdureaustausche sollen deshalb im folgenden genauer

betrachtet werden.

Der Ersatz des Phenylalanins durch ein Tryptophan an Position 59 kann mit der deutlichen
Stabilisierung der Creatinase um 4 °C assoziiert werden. Wie in Abbildung 28 zu sehen, kann
dies eventuell auf die Zunahme des Volumens der Seitenkette von 203,4 A3 auf 237,6 A3
(CHOTHIA, 1975) zurtickgefithrt werden. Diese Aminosdure befindet sich einer Kavitdt, die
durch das voluminosere Tryptophan besser ausgefiillt werden kann, was moglicherweise zur

erhohten Packungsdichte des Molekiils fiihrt. Der Austausch des Asparagins gegen Aspartat
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an Position 130 wird mit einer Stabilisierung des Proteins um 1°C und eventuell mit
Verminderung der Aggregation in Verbindung gebracht. In der Modellstruktur befindet sich
dieses Aspartat in rdumlicher Nahe zu Lsyin 67 (Abbildung 29). Zwischen der Aminogruppe
des Lysins und der Carboxylgruppe des Aspartats konnen eventuell elektrostatische
Wechselwirkungen auftreten, die zur Stabilisierung fiihren. Weiterfiihrende Experimente zu
dieser Annahme konnten DSC-Messungen mit einer Einzelmutante bei verschiedenen pH-
Werten im Vergleich zum Wildtyp sein. Der Austausch des Methionin gegen ein Valin an
Position 203 fithrte zur Thermostabilisierung um 4 °C im Vergleich zur elterlichen Mutante.
Es ware moglich, dass das deutlich kleinere Valin (170,8 A3 vs. 141,7 A?’; CHOTHIA, 1975) die
Proteinstruktur etwas zusammendriickt, was erhohte Packungsdichten zur Folge haben
kann. Zur Uberpriifung dieser Annahmen wire die Strukturauflésung von Wildtyp und der
Mutante CTsd7 erforderlich, da letztlich nur aus diesen Strukturen korrekte Angaben zur
Orientierung und zu Abstidnden der Aminosduren zueinander bzw. zu den Positionen von

Wassermolekiilen getroffen werden kénnen.
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12. Anhang

12.Anhang
12.1. Sequenz-Alignment der Rekombinationsprodukte (AP)

CIAP H : 100
HPAP HEATGAATAAGAAGGTACTGACCCTTTCTGCCGTGATGGCAAGTCTGTTATTCGGEGCECACGCGCACGCGGCGATCCCAGT TGAGGAGGABAACCCEGAC T NTelY]
AP1 : ATGAATAAGAAGGTACTGACCCTTTCTGCCGTGATGGCAAGTCTGTTATTCGGEGC@CACGCGCACGCGGCGATCCCAGTTGAGGAGGAGAACCCGGAC : 100
AP2 HEATGAATAAGAAGGTACTGACCCTTTCTGCCGTGATGGCAAGTCTGTTATTCGGEBGCECACGCGCACGCGGCGATCCCAGT TGAGGAGGAGAACCCEGAC T =Eeld]
AP3 HEATGAATAAGAAGGTACTGACCCTTTCTGCCGTGATGGCAAGTCTGTTATTCGGEBGCECACGCGCACGCGGCGATCCCAGT TGAGGAGGABGAACCCEGAC T NTelY]
AP4 HlATGAATAAGAAGGTACTGACCCTTTCTGCCGTGATGGCAAGTCTGTTATTCGGEGCECACGCGCACGCGGCGATCCCAGI TGAGGAGGAGAACCCEGACT [ Xelo]
AP5 HEATGAATAAGAAGGTACTGACCCTTTCTGCCGTGATGGCAAGTCTGTTATTCGGEBGCECACGCGCACGCGGCGATCCCAGT TGAGGAGGAGAACCCEGAC T =Eeld]
AP6 HEATGAATAAGAAGGTACTGACCCTTTCTGCCGTGATGGCAAGTCTGTTATTCGGEBGCECACGCGCACGCGGCGATCCCAGT TGAGGAGGABGAACCCEGAC T ENLelY]
AP7 : ATGAATAAGAAGGTAETGACCCTTTCTGCCGTGATGGCAAGTCTGTTATTCGGCGCGCACGCGCACGCGGCGATCCCAGTTGAGGAGGAGAACCCGGAC : 100
AP8 : A@GAATAAGAAGGTACTGACCCTTTCTGCCGTGATGGCAAGTCTGTTATTCGGGGCCCACGCGCACGCGGCGATCCCAGTTGAGGAGGAGAACCCGGAC : 100
AP9 HEATGAATAAGAAGGTACTGACCCTTTCTGCCGTGATGGCAAGTCTGTTATTCGGEGC®CACGCGCACGCGGCGATCCCAGOTGAGGAGGAAACCCEGECTINKel]
AP10 MEATGAATAAGAAGGTACTGACCCTTTCTGCCGTGATGGCAAGTCTGTTATTCGGEGC®CACGCGCACGCGGCCGATCCCAGETGCAGGAGGARAACCCOGECT - elo]
AP11 : ATGEATAAGAAGGTACTGACCCTTTCTGCCGTGATGGCAAGTCTGTTATTCGGCGCGCACGCGCACGCGGCGATCCCAGTTGAGGAGGAGAACCCGGAC : 100
AP12 HEATGAATAAGAAGGTACTGACCCTTTCTGCCGTGATGGCAAGTCTGTTATTCGGEBGCECACGCGCACGCGGCGATCCCAGT TGAGGAGGAGAACCCEGACT NTelY]
AP13 HlATGAATAAGAAGGTACTGACCCTTTCTGCCGTGATGGCAAGTCTGTTATTCGGEGCECACGCGCACGCGGCGATCCCAGI TGAGGAGGAGAACCCEGACT - elo]
LS 21 «
L LF i = o s s
O Y
CIAP : : 200
HPAP : TCTGGAACCGCGAGGCAGCCAAGGCCCTGGGTGCCGCCAAGAAGCTGCAGCCTGCACAGACAGCCGCCAAGAACCTCATCATCTTCCTGGGCGATGGGA o 200
AP1 HB TCTGGAACCGCEAGGCAGCCAAGGCCCTEGETGEEGCCAAGAAGEBTGCAGCCIIGEACAGACAGCEGCCAAGAACETCATCATCTTCETGGGEGATGGGAT|={eld]
AP2 Ml TCTGGAACCGCEAGGCAGCCAAGGCCCTEGETGEEGCCAAGAAGEBTGCAGCCIIGEACAGACAGCEGCCAAGAACETCATCATCTTCETGGGEGATGGGAT jeld]
AP3 Ml TCTGGAACCGCEBAGGCAGCCAAGGCCCTEBGETGEEGCCAAGAAGETGCAGCCIFGCACAGACAGCLEGCCAAGAACCTCATCATCTTCETGGGEGATGGGAT [As[o]
AP4 Bl TCTGGAACCGCEAGGCAGCCAAGGCCCTEGETGLEGCCAAGAAGETGCAGCCTEGEACAGACAGCEGCCAAGAACETCETCATCTTCETGGGEGATGGGA TPV
AP5 Ml TCTGGAACCGCEAGGCAGCCAAGGCCCTEGETGEEGCCAAGAAGEBTGCAGCCIIGEACAGACAGCEGCCAAGAACETCATCATCTTCETGGGEGATGGGAT|{eld]
AP6 Ml TCTGGAACCGCBAGGCAGCCAAGGCCCTEBGETGEEGCCAAGAAGETGCAGCCIFGCACAGACAGCEGCCAAGAACCTCATCATCTTCETGGGEGATGGGAT [PAs[o]
AP7 HB TCTGGAACCGCEAGGCAGCCAAGGCCCTEGETGEEGCCAAGAAGEBTGCAGCCIFGEACAGACAGCEGCCAAGAACETCATCATCTTCETGGGEGATGGGAT el
AP8 H TCTGGAACCGCGAGGCAGCCAAGGCCCTGGGTGCCGCCAAGAAGCTGCAGCCTGCACAGACAGCCGCCAAGAACCTCATCATCTTCCTGGGCGATGGGA 200
AP9 : : 200
AP10 H 200
AP11 H 200
AP12 : : 200
AP13 H 200
=] o1 s e
Mutation. - e
L O I ¢ = -
CIAP H > 300
HPAP H GGGGGTGTCTACGGTGACAGCTGCCAGGATCCTAAAAGGGCAGAAGAAGGACAAACTGGGGCCTGAGATACCCCTGGCCATGGACCGCTTCCCATATGTG : 300
AP1 HGGGGGTGICTACGGTGACAGCIFGCECAGGATCCTAAAAGGGCAGAAGAAGGACAAACTGGGECCTGAGAITACCCCTGGCCATGGACCEETTCCCATATG T Gme{elo]
AP2 HGGGGGTGICTACGGTGACAGCIFGCCAGGATCCTAAAAGGGCAGAAGAAGGACAAACTGGGEBCCTGAGAITACCCCTGGCCATGGACCEETTCCCATATG T Gle]elo]
AP3 HEGGGGGTGIICTACGGTGACAGCIGCCAGGATCCTAAAAGGGCAGAAGAAGGACAAACTGGGECCTGAGATTACCCCTGGCCATGGACCEET TCCCATATG TG, c o]
AP4 M GGGGGTGCTACGGTGACAGC@CGGA@CCTAAAAGGGCAGAAGAAGGACAAACTGGHGCCTGAGATACCCCTGGCCATGGACCGCTTCCCATATGTG : 300
AP5 HEGGGGGTGICTACGGTGACAGCIEGCCAGGATCCTAAAAGGGCAGAAGAAGGACAAACTGGGEBCCTGAGAITACCCCTGGCCATGGACCEBETTCCCATATG T Gleielo]
AP6 HEGGGGGTGICTACGGTGACAGCHACIEGGATCCTAAAAGGGCAGAAGAAGGACAAACTGGGECCTGARATACCCCTGGCCATGGACCEET TCCCATATG TG
AP7 HEGGGGGTGICTACGGTGACAGCTECEAGGATCCTAAAAGGGCAGAIIGAAIIGECAAACTGGGRCCTGAGABACCCCTGGCCATGGACCIET TCCCATAGG TGIEECIel)
AP8 : GGGGGTGTCTACGGTGACAGCTGCCAGGATCCTAAAAGGGCAGAAGAAGGACAAACTGEGGCCTGAGATACCCCTGGCCATGGACCGCTTCCCATATGTG : 300
AP9 HEGGGGGTGIICTACGGTGACAGCIGCCAGGATCCTAAAAGGGCAGAAGAAGGACAAACTGGGECCTGAGATTACCCCTGGCCATGGACCEET TCCCATATG TG c o]
AP10 HlGGGGGTGECTACGGTGACAGCHACIK®GGATCCTAAAEGGRCAGAIGAAIIGECAAACTGGGRCCTGAGABACCCCTGGCCATGGACCIET TCCCATAGG TGIEEIEl)
AP11 HGGGGGTGICTACGGTGACAGCIFGCCAGGATCCTAAAAGGGCAGAAGAAGGACAAACTGGGEBCCTGAGAITACCCCTGGCCATGGACCEBETTCCCATATG T Gleielo]
AP12 HEGGGGGTGICTACGGTGACAGCIIGCCAGGATCCTAAAAGGGCAGAAGAAGGACAAACTGGGECCTGAGATTACCCCTGGCCATGGACCEET TCCCATATG TG eld]
AP13 HEGGGGGTGIICTACGGTGACAGCIGCCAGGATCCTAAAAGGGCAGAAGAAGGACAAACTGGGECCTGAGATTACCCCTGGCCATGGACCEBET TCCCATATG TGl cield]
Rekomb. ... .. .. .. ... ... .. ......

Mutation.

B CIAP. ...

CIAP H : 400
HPAP M GCTCTGTCCAAGACATACAATGTAGACAAACATGTGCCAGACAGTGGAGCCACAGCCACGGCCTACCTGTGCGGGGTCAAGGGCAACTTCCAGACCATTG : 400
AP1 HEGCTCTGTCCAAGACATACAATIGTAGACAAACAIGTGCCAGACAGIIGEBAGECACAGCCACBGCCTACCTGTGEGGGGTCAAGGGCAACTIICCAGACCATGN-:Te[0]
AP2 HEGCTCTGTCCAAGACATACAATGTAGACAAACATGTGCCAGACAGIIGEGAGECACAGCCACEBGCCTACCTGTGEGGGGTCAAGGGCAACTIICCAGACCATIGI=E1e]d]
AP3 M GCTCTGTCCAAGACATACAATGTAGACAAACATGTGCCAGACAGTGGAGCCACAGCCACGGCCTACCTGTGEGGGGTCAAGGGCAACTHCACCAT@G : 400
AP4 : GCTCTGTCCAAGACATACAA@GT@GACA@ACA@GTGCCAGACAGTGGAGCCACAGCCACGGCCTACCTGTGCGGGGTCAAGGGCAACTTCCAGACCATTG : 400
AP5 HEGCTCTGTCCAAGACATACAATIGTAGACAAACATGTGCCAGACAGIIGEGAGECACAGCCACEGCCTACCTGTGEGGGGTCAAGGGCAACTIICCAGACCATIIGI=E-1e]d]
AP6 HEGCTCTGTCCAAGACATACAATIGTAGACAAACAIIGTGCCAGACAGIGEBAGECACAGCCACBGCCTACCTGTGEGGGGTCAAGGGCAACTIICCAGACCATIG-E:Te[0]
AP7 HEGCTCTGTCCAAGACATACAATIGTAGACAAACAIIGTGCCAGACAGIIGEAGECACAGCCACBGCCTACCTGTGEGGGGTCAAGGGCAACTIICCAGACCATIGN-:Te]0]
AP8 HEGCTCTGTCCAAGACATACAABGTIEGACAEACAEGTGCCAGACAGEGEAGECACIGCCACEGCCTACCTGTGEGGGGTCAAGGGCAACTIICEAGACCATITGIER)
AP9 M GCTCTGTCCAAGACATACAATGTAGACAAACATHTGCCAGACAGTGGAGCCACAGCCACGGCCTACCTGTGCGGGGTCAAGGGCAACTTCCAGACCATTG : 400
AP10 HIlGCTCTGTCCAAGACATACAARGTIEGACAEACAEG TGCCAGACAGEGEAGECACIGCCACHGCCTACCTGTGEGGGG TCAAGGGCAACTICEAGACCATIGIEER
AP11 H GCTCTGTCCAAGACATACAATGTAGACAAACATGTGCCAGACAGTGGAGCCACAGCCACGGCCTACCTGTGCGGGGTCAAGGGCAACTTCCAGACCATTG : 400
AP12 HllGCTCTGTCCAAGACATACAABGTIEGACAEACAEGTGCCAGACAGEGEAGECACIGCCACIGCCTACCTGTGIGGGGTCAAGGGCAAC : 400
AP13 HMEGCTCTGTCCAAGACATACAATIGTAGACAAACATIGTGCCAGACAGIGEBAGECACAGCCACEBGCCTACCTGTGIRIGGGGTCAAGGGCAAC : 400
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HPAP
AP1
AP2
AP3
AP4
AP5
AP
AP7
AP8
AP9
AP10
AP11
AP12
AP13

Rekomb

Mutation.

Rekomb

Mutation.

%.CIAP

CIAP
HPAP
AP1
AP2
AP3
AP4
AP5
AP6
AP7
AP8
AP9
AP10
AP11
AP12
AP13

Rekomb

Mutation. .

%.CIAP

CIAP
HPAP
AP1
AP2
AP3
AP4
AP5
AP6
AP7
AP8
AP9
AP10
AP11
AP12
AP13

GETTBAGTGCAGCCGCCCGCTIRIAABCAGTGCAACACGACACGEGGEAABGAGG TCATETCEGTGATBAATCGGGCCAAGAAAGCAGGGAAGICAG TBGY]
GETTBAGTGCAGCCGCCCGCTIIAABCAGTGCAACACGACACGEGGEAAGGAGGTCATETCEGTGATEAATICGGGCCAAGAAAGCAGGGAAGICAGTEGG
GLETRAAGTGCAGCCGRACCGC TIBAAIICAGTGCAACACGACACGIGGEAALIGAGG TCABETClIG TGATIBAABCGGGCCAAGAAAGCAGGGAAGTCAGTEG]
GG TEAGTGCAGCCGCCCGCTIRIAABCAGTGCAACACGACACGEGGEAABGAGG TCATETCEG TGATBAATCGGGCCAAGAAAGCAGGGAAGTICAGTEGT]
GETTEAGTGCAGCCGCCCGCTIAABCAGTGCAACACGACACGEGGEABEGAGGTCATETCEGTGATEAASCGGGCCAAGAAAGCAGGGAAGECEGTEGG
GETTEAGEGCAGCCGCCCGCTITAABCAGTGCAACACGACACGEGGEAABGAGGTCATETCEGTGATBAATCGGGCCAAGAAAGCAGGGAAGTCAGTEG]
GEITBAGT GCAGCCGCCCGCTIRTAABCAGTGCAACACGACACGEGGEAABGAGG TCATETCEGTGATBAATCGGGCCAAGAAAGCAGGGAAGTCAGTEGT]
GETTEAGTGCAGCCGCCCGCTIIAABCAGTGCAACACGACACGEGGEAABGAGGTCATETCEGTGATEAATICGGGCCAAGAAAGCAGGGAAGICAGTEGG
GETTEAGTGCAGCCGCCCGCTITAABCAGTGCAACACGACACGEGGEAABGAGGTCATETCEGTGATBAATCGGGCCAAGAAAGCAGGGAAGTCAGTEG]
GET TBAGTGCAGCCGCCCGCTITAABCAGTGCAACACGACACGEGGEAABGAGG TCABETCEGTGATBAABCGGGCCAAGAAAGCAGGGAAGTCAGTEGT]
GCTTGAGTGCAGCCGCCCGCTTTAACCAGTGCAACACGACACGCGGCAACGAGGTCATCTCCGTGATGAATCGGGCCAAGAAAGCAGGGAAGTCAGTGGG
AAGTGCAGCCGCCCGCTIBAALICAGTGCAACACGACACGGGEAA
NAGTGCAGCCGCCCGCTIBAAICAG TGCAACACGACACGHGGEAA

ACTGOTHACCACCACRECACTGCAGABGCCTCRCCAGCCOCERCCTACGCBCACACOO TOARCOCRAACT OO TACTCRGACGCCACRTOCCTGCOTER
AGTGGTAACCACCACAGGAGTGCAGCAGGCCTCBCCAGCCGGEACCTACGCECACACGGTGAACCGEAACTGGTACTCEGACGCCGACBTGCCTGCETCS
AGTGGTAACCACCACAGGAGTGCAGCAGGCCTCEBCCAGCCGGEACCTACGCECACACGGTGAACCCRAACTGGTACTCAGACGCCGACETGCC TGOS
AGTGGTAACCACCACAGGAGTGCAGCAGGCCTCBCCAGCCGGEACCTACGCECACACGGTGAACCGEBAACTGGTACTCEGACGCCGACBTGCCTGCETCH
AGTGGTAACCACCACAGGAGTGCAGCAGGCCTCECCAGCCGGEACCTACGCECACACGGTGAACCGEAACTGGTACTCEGACGCCGACBTGCCTGCETCS
AGTGGTEEACCACCACAGEG TGCAGCAGCCTCECCAGCCGGEECCTACGCECACACGGTGAACCCRAACTGGTACTCAGACGCCGACETGCC TGOS
AGTGGTAACCACCACAGGAGTGCAGCAGGCCTCBCCAGCCGGEACCTACGCECACACGGTGAACCGBAACTGGTACTCEGACGCCGACBTGCCTGCETC
AGTGGTAACCACCACAGGAGTGCAGCAGGCCTCECCAGCT
AGTGGTAACCACCACAGGAGTGCAGCAGGCCTCEBCCAGCCGGEACCTACGCECACACGGTGAACCGBAACTGGTACTCBGACGCCGACBTGCCTGCETES
AGTGGTAACCACCACAGGAGTGCAGCAGGCCTCBCCAGCCGGEACCTACGCECACACGGTGAACCGEBAACTGGTACTCEGACGCCGACETGCCTGCETCE
AGTGGTAACCACCACAGGAGEBGCAGCAGGCCTCBCCAGCCGGEACCTACGCECACACGGTGAACCGEAACTGGTACTCAGACGCCGACETGCCTGCETC
AGTGGTAACCACCACAGGAGTGCAGCAGGCCTCECCAGCCGGEACCTACGCECACACGGTGAACCGEBAACTGGTECTCEGACGCCGACETGCCTGCETES
AGTGGTIEACCACCACGEG TGCAGCAGCCTCECCAGCCGGEECCEACGCECACACGGTGAACCCEACTGGTACTCAGACGCCGACSTGCCTGCIINE
AGTGGTAACCACCACAGGAGTGCAGCAGGCCTCBCCAGCCGGEACCTACGCECACACGGTGAACCGBAACTGGTACTCEGACGCCGACBTGCCTGCETCS

GCRCIE

GCECBEEAGBABGGETGCCAGGACATCGCITACGCAGCTEATCTECAACATGGABAT TGACGTGATCCTRGGTGGAGGCCGAARGTACATGTTICCEATGH)
GCECBCEAGBAGGGETGCCAGGACATCGCITACECAGCTEATCTECAACATGGABATTGACGTGATCCTEGGTGGAGGCT]
GO CAEAAGRAIGGE TGCCAGGACATCGCIEECACAGCTEE TC TRCAACATGGAIIAT TGACGTGATCCTAGGTGGAGGCCGAARGTACATGT TIICCEATGH]
GCECBEEAGBABGGETGCCAGGACATCGCIEACECAGCTEATCTECAACATGGABAT TGACGTGATCCTEGGTGGAGGCCGAANGTACATGTTECCEATGH]
GCECBCEAGBABGGETGCCAGGACATCGCITACECAGCTEATCTECAACATGGABAT TGACGTGATCCTAGGTGGAGGCCGMARGTACATGTTICCEATGH]
GO CAIAAGRAGGE TGCCAGGACATCGCEECACAGCTEE TC THCAACATGGAIIAT TGACGTGATCC TEGGTGGAGGCCGAAGTACATGTTTCCEATGH]
GCECEEEAGEAGGGETGCCAGGACATCGCIFACECAGCTEATCTECAACATGGABATTGACGTGATCCTAGGTGGAGGCCGAARGTACATGTTIICCEATGG

GCECBEEAGBABGGE TGCCAGGACATCGCIFACECAGCTGATC TECAACATGGABAT TGACGTGATCCTAGGT GGAGGCCGEAAGTACATGT TICCEATG]
GCBCEEEAGEABGGETGCCAGGACATCGCTACECAGCTEATCTECAACATGGABATTGACGTGATCCTAGGTGGAGGCCGAARGTACATGTTIICCEATGG
GCECBEEAGBABGGE TGCCAGGACATCGCITACECAGCTEATCTECAACATGGABAT TGACGTGATCCTEGGTGGAGGCCGAALGTACATGTTIICCIEAGH
GCECECEAGEAGCEETGCCAGGACATCGCITACECAGCTEATCTECAACATGGABAT TGACGTGATCCTAGGTGGAGGCCGAARGTACATGTTICCEATGH]
CORCERACRAIIGGE TGCCAGGACATCGCEECACAGC TIEETC TACAACATGGAIIATTGACGTGATCCTEGG TGGAGGCCGAAIGTACATG T TIICCEATGG
GCECBEEAGBABGGETGCCAGGACATCGCITACECAGCTEATCTECAACATGGABAT TGACGTGATCCTAGGTGGAGGCCGAARGTACATGTTIICCEATG]

* 720 * 740 * 760 * 780 * 800
G ACCCCAGACCCTGARTACCCAGAT GARECAGIISIIENA TGOSl e GOAGOACRAGANSCT GG TGCAGGAAT CCOROGCRAAGCRCCAGGORC]
GAACCCCAGACCCTGABTACCCAGATGACTACAGCCAAGE TGGEGACCAGGETGGACBEGAAGAAICTGGTGCAGGAATGGCTGGCBAAGCECCAGGGHGC
GOAGCACIAGEAGAARCTGGTGCAGGAATGGCRGGCEAAGCACCAGGGRGT
GAACCCCAGACCCTGAGTACCCAGETGACTACAGCCAAGG TGGEACCAGGETGGACGEGAAGAATCTGGTGCAGGAATGGCIGGCEAAGCECCAGGGIGC
GAACCCCAGACCCTGAGTACCCAGATGACTACAGCCAAGG TGGEACCAGGETGGACGEGAAGAATCTGGTGCAGGAATGGCIEGGCEAAGCECCAGGGIGC
GAACCCCAGACCCTGAGTACCCAGATGACTACAGCCAAGGTGGGACCAGGCTGGACGGGAAGAATCTGGTGCAGGAATGGCEGGCEAAGCECCAGGGEGC
GAACCCCAGACCCTGAGTACCCAGATGACTACAGCCAAGG TGGEACCAGGLCTGGACGEGAAGAATCTGGTGCAGGAATGGCIGGCEAAGCECCAGGGIGC
GAACCCCAGACCCTGAGTACCCAGATGACTACAGCCAAGG TGGEACCAGGETGGACGEGAAGAATCTGGTGCAGGAATGGCIEGGCEAAGCECCAGGGGC

GAACCCCAGACCCTGAGTACCCAGATGACTACAGLCAAGG TGGEGACCAGGETGGACBEGAAGAAICTGGTGCAGGAATGGCIGGCEAAGCECCAGGGIIGC
GAACCCCAGACCCTGAGTACCCAGATGACTACAGCCAAGGE TGGEACCAGGETGGACBEGAAGAATICTGGTIACAGGAATGGCTGGCEAAGCECCAGGGIGC
(GEACCCCAGACCCTGABTACCCAGATGACTACAGECCAAGE TGGEACCAGGETGGACBEGAAGAATCTGGTGCAGGAATGGCTGGCEAAGCECCAGGGTGE
GAACCCCAGACCCTGAGTACCCAGATGACTACAGLCAAGG TGGEACCAGGETGGACEBEGAAGAAICTGGTGCAGGAATGGCIGGCEAAGCECCAGGGIIGC
GAACCCCAGACCCTGAGTACCCAGATGACTACAGCCAAGG TGGEACCAGGETGGACEBEGAAGAACTGGTGCAGGAATGGCIGGCEAAGCECCAGGGIIGC]

GAACCCCAGACCCTGAGTACCCAGATGACTACAGECAAGE TGGEGACCAGGETGGACBEGAAGEATCTGGTGCAGGAATGGCHGGCEAAGCECCAGGGHGC

a
o
o

600
600
600
600
600
600
600
600
540
600
600
600
600
600
599

700
700
679
700
700
699
700
700

700
700
700
698
700
699

: 800
: 800
- 522
: 800
800
o799
: 800
800
800
800
800
798
800
799
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Rekomb. ... ool L e Ll
LU o= o o o A A
T O Y A 0
CIAP HICC 900
HPAP M CCGGTATGTGTGGAACCGCACTGAGCTCATGCAGGCTTCCCTGGACCCGTCTGTGACCCATCTCATGGGTCTCTTTGAGCCTGGAGACATGAAATACGAG o 900
AP1 HllCCAGTATGTGTGGAACCGCACTGEGCTCETLCAGGCEECCENIGACHCOAE TG TRACRCASCTCATGGGECTCTTTGAGCCEGEAGACATGAAE T AL AN LV
AP2 HECCEGTATGTGTGGAACCGCACTGAGCTCATGCAGGCIFICCETEGGACECETETGTEACECARCTCATGGGICTCTTTGAGCCTGEAGACATGAAATACCACHEEER {ed]
AP3 M CCGGTATGTGTGGAACCGCACTGAGCTCATGCAGGCTTCCCTGGACCCGTCTGTGACCCATCTCA@GGGTCTCTTTGAGCCTGGAGACATGAAATACGAG o 900
AP4 : CCHGTATGTGTGGAACCGCACTGAGCTCATGCAGGCTTCCCTGGACECGTCTGTGACCCATCTCATGGGTCTCTTTGAGCCTGGAGACETGAAATACGAG o 899
AP5 HECCEGTATGTGTGGAACCGCACTGAGCTCATGCAGGCIFICCETGGACECETCTGTEACECARCTCATGGGICTCTTTGAGCCHGEAGACATGAAATACGACHEIER (0]
AP6 HECCEGTATGTGTGGAACCGCACTGAGCTCATGCAGGCIICCETGGACECETETGTEACEBCARCTCATGGGCTCTTTGAGCCHGEAGACATGAAATACCACEE 0]
AP7 H M -
AP8 HECCEGTATGTGTGGAACCGCACTGAGCTCATECAGGCIFICCETEGGACECETETGTEACECARCTCATGGGICTCTTTGAGCCIHGEAGACATGAAATACGACHEEEE (0]
AP9 HECCEGTATGTGTGGAACCGCACTGAGCTCATECAGGCIICCETGGACECETCTGTEACEBCATCTCATGGGICTCTTTGAGCCHGEAGACATGAAATACGACHEE 0]
AP10 M CCGGTATGTGTGGAACCGCACTGAGCTCATGCAGGCTTCCCTGGACCCGTCTGTGACCCATCTCATGGGTCTCTTTGAGﬁCTGGAGACATGAAATACGAG o 900
AP11 HECCEGTATGTGTGGAACCGCACTGAGCTCATECAGGCTTCCETEGACECETCTGTEACECATCTCATGGGICTCTTTGAGCCTGBAGACATGAAET ALVAALIEIE: 1}
AP12 HECCEGTATGTGTGGAACCGCACTGAGCTCATECAGGCIICCETGGACECETETGTEACEBCATCTCATGGGICTCTTTGAGCCHGEAGACATGAAATACCACHEE 0]
AP13 HECCGGTATGTCGGAACCGCACTGAGCTCATECAGGCIRICCETEGACEBCETETGTEACECATCTCATGGGECTCTTTGAGCCIGEAGACATGAAATACCAGHEER:II]
ReKomb . . . e eeaeeeaeaaaaa e 2 e
Mutation.... 1. ........... e looooaaa.. 1...1...... e /1. oo ..
L O Y 25 i 25 i
920 * 940 * 960 * 980 * lOOO

T R T OO oL e O TGRE SCACATOACROAGE o0 CTO I TOCTGACASGAACCCCC UL TTCTRECTCTTCG ToC R
HPAP H 'TCCACCGAGACTCCACACTGGACCCCTCCCTGATGGAGATGACAGAGGCTGCCCTGCGCCTGCTGAGCAGGAACCCCCGCGGCTTCTTCCTCTTCGTGG - 1000
AP1 HE T CAECAAGACERCACHNAGGACCCACCC TCEOGGAGATGACEGAGGCEGCCCTGCIYNETGCTGAGCAGGAACCCCCGEGGCTTCTIICCTCTTCG TG Y
AP2 HEATCCACGCEAGACIFECACACTGGACCCETCCCTGATGGAGATGACAGAGGCIGCCCTGCEEETGCTGAGCAGGAACCCCCGEGGCTTCTHCCTCTTCGTGG] - elelo]
AP3 HEATECACCEAGACIECACACTGGACCCETCCCTGATGGAGATGACAGAGGCIGCCCTGCEEETGCTGAGCAGGAACCCCCGEGGCTTCTIICCTCTTCGTGG = elele]
AP4 M ‘TCCACCGAGACTCCACACTGGACCCCTCCCTGATGGAGATGACAGAGGCTGCCCTGCGCﬁTGCTGAGCAGGAACCCCCGCGGCTTCTTCCTCTTCGTGG : 999
AP5 H 'CCCACCGAGACTCCACACTGGACCCCTCCCTGATGGAGATGACAGAGGCTGCCCTHCGCCTGCTGAGCAGGAACCCCCGCGGCTTCTTCCTCQTCGTGG : 1000
AP6 HEATECACCEAGACTECACACTGGACCCEICCCTGATGGAGATGACAGAGGCIGCCCTGCEEETGCTGAACAGGAACCCCCGEGGCTTCTHCCTCTOCGTGC = elelo]
AP7 H M -
AP8 MEATCCACCEBAGACTECACACTGGACCCLTCCCTGATGGAGATGACAGAGGCIIGCCCTGCBEETGCTGAGCAGGAACCCCCGEGGCTTCTICCTCTTCGTGG 1000
AP9 HEATCECACCEAGACTCCECACTGGACCCETCCCTGATGGAGATGACAGAGGCTGCCCTGCIYIETGCTGAGCAGGAACCCCCGEGGCTTCTRCCTCTTCGTCCHENT0
AP10 HEATECACCEAGACTECACACTGGACCCETCCCTGATGGAGATGACAGAGGCIGCCCTGCEEETGCTGAGCAGGAACCCCCGEGGCTTCTHCCTCTTCGTGG - eleld]
AP11 He 11§ CAECAAGACACACNAGGACCCEACCCTCEEGGAGATGACEGAGGCEGCCCTGCNNETGC TGAGCAGGAACCCCCGEGGCTTCTIRCCTCT TCGTGGICEL:}
AP12 HNIATCCACCEAGACTECACACTGGACCCETCCCTGATGGAGATGACARAGGCTGCCCTGCEEETGCTGAGCAGGAACCCCCGEGGCTTCTRCCTCTTCGTGGHNRI)
AP13 A 999
Rekomb.........
Mutation.
%.CIAP. .. ......
CIAP H : 1100
HPAP H AGGGTGGTCGCATCGACCATGGTCATCATGAAAGCAGGGCTTACCGGGCACTGACTGAGACGATAGGGCGGGCCAGC : 1100
AP1 HEAGGGIGGIICGCATEGACCATGGTCATCATGAAAGCABEGCTTACCEGGCACTGACTGAGACGATCATGTTCGACGACGCCATIIGAGAGGGCGGGCCAGCT YA
AP2 Ml AGGGIIGGICGCATEGACCATGGTCATCATGAAAGCABEGCTTACCEGGCACTGACTCEGACGATCATGTTCGACGACGAICATIIGAGAGGGCGGGCCAGCT [ N Xelo]
AP3 Ml AGGGIGGIICGCATEGACCATGGTCATCATGAAAGCABEGCTTACCEGGCACTGACTGAGACGATCATGTTCGACGACGCCATIIGAGAGGGCGGGCCAGCT [k elo]
AP4 Ml AGGGIGGICGCATEGACCATGGTCATCATGAAAGCABEGCTTACCEGGCACTGACTGAGACGATCATGTTCGACGACGCCATIIGAGAGGGCGGGCCAGCT [ eleLe]
AP5 HEAGGGIGGIICGCATEBGACCATGGTCATCATGAAAGCABEGCTTACCEGGCACTGACTGAGACGATCATGTTCGACGACGCCATIIGAGAGGGCGGGCCAGC T KEele]
AP6 Ml AGGGIGGICGCATEGACCATGGTCATCATGAAAGCABEGCTTACCEGGCACTGACTGAGACGATCATGTTCGACGACGCCATIIGAGAGGGCGGGCCAGCT [ N elo]
AP7 H M -
AP8 HEAGGGIGGIICGCATEBGACCATGGTCATCATGAAAGCABEGCTTABEEGGCACTGACTGAGACGATCATGTTCGACGACGCCAT®GAGAGGGCGGGCCAGC T KEeld]
AP9 Bl GGGAGGECGCATIGACCABGGTCABCATGAREGCAMAGCT TAIYIGGCACTGACTGAGACGATCATGTTCGACGACGCCATIIGAGAGGGCGGGCCAGC TN
AP10 Ml AGGGIIGGFCGCATEGACCATGGTCATCATGAAAGCABEGCTTACCEGGCACTGACTGAGACGATCATGTTCGACGACGCCATIIGAGAGGGCGGGCCAGCT [ ki Xelo]
AP11 HAGGGRGGECGCATIGACCABGGTCABCATGAMEGCAMNAGCT TAIIGGCACTGACTGAGACGATCATGETCGACGACGCCATIGAGAGGGCGGGCCAGC TN ROLT]
AP12 M AGGGTGGTCGCATCGACCATGGTCATCATHAAAGCAGGGCTTACCGGGCACTGACTGAGACGATCATGTTCGACGACGCCATTGAGAGGGCGGGCCAGC : 1100
AP13 Ml AGGGIIGGECGCATEGACCATGGTCATCATGAAAGCABEGCTTACCEGGCACTGACTGAGACGATCATGTTCGACGACGCCATIIGAGAGGGCGGGCCAGCT [ eleLe]
L= o1
Mutation....... ... ............
%.CIAP. ..
Delet. .. e

* 1120 * 1140 * 1160 * 1180 * 1200
CIAP HEICACHAGCGALIJGGACACGCTGARCCTIGTCACTGCAGACCACTCCCAYGTCTTCTCCTTGGHUGGCTACRCICTGCGLGGGASCTCCATYTTCGGC TGl ¥{eld]
HPAP HBICACCAGCGAGGAGGACACGCTGAGCCTCGTCACTGCCGACCACTCCCACGTCTTCTCCTTCGGAGGCTACCCCCTGCGAGGGAGCTCCATCTTCGGGC TG weAeld]
AP1 MICACCAGCGAGGAGGACACGCTGAGCCTCGTCACTGCCGACCACTCCCACGTCTTCTCCTTCGGAGGCTACCCCCTGCGAGGGAGCTCCATCTTCGGGCTC iy
AP2 HEICACCAGCGAGGAGGACACGCTGAGCCTCGTCACTGCCGACCACTCCCACGTCTTCTCCTTCGGAGGCTACCCCCTGCGAGGGAGCTCCATCTTCGGGC TG ¥eAeld]
AP3 HBICACCAGCGAGGAGGACACGCTGAGCCTCGTCACTGCCGACCACTCCCACGTCTTCTCCTTCGGAGGCTACCCCCTGCGAGGGAGCTCCATCTTCGGGC TG wAeld]
AP4 MIICACCAGCGAGGAGGACACGCTGAGCCTCGTCACTGCCGACCACTCCCACGTCTTCTCCTTCGGAGGCTACCCCCTGCGAGGGAGCTCCATCTTCGGGCTC M MRSEE]
AP5 : CACCAGCGAGGAGGACACGHTGAGCCTCGTCACTGCCGACCACTCCCACGTCTTCTCCTTCGGAGGCTACCCCCTGCGAGGGAGCTCCATCTTCGGGCTG : 1200
AP6 HBCACCAGCGAGGAGGACACGCTGAGCCTCGTCACTGCCGACCACTCCCACGTCTTCTCCTTCGGAGGCTACCCCCTGCGAGGGAGCTCCATCTTCGGGC TGl weAeld]
AP7 H M -
AP8 MIICACCAGCGAGGAGGACACGCTGAGCCTCGTCACTGCCGACCACTCCCACGTCTTCTCCTTCGGAGGCTACCCCCTGCCAGGGAGCTCCATCTTCGGGCTC - weAelo]
AP9 HIlCACCAGCGAGGAGGACACGCTGAGCCTCGTCACTGCCGACCACTCCCACGTCTTCTCCTTCGGAGGCTACCCCCTGCGAGRGAGCTCCATCTTCGGGCT G Aele)
AP10 : CACCAGCGAGGAGGACACGCTGAGCCTCGTCACTGCCGACCACTCCCACGTCTTCTCCTTCGGAGGCTACCCCCpGCGAGGGAGCTCCATCTTCGGGCTG : 1200
AP11 MIICACCAGCGAGGAGGACACGCTGAGCCTCGTCACTGCCGACCACTCCCACGTCTTCTCCTTCGGAGGCTACCCCCTGCGAGGGAGCTCCATCTTCGCGGCTC - NRCTS]
AP12 HllCACCAGCGAGGAGGACACGCTGAGCCTCGTCACTGCCGACRACTCCCACGTCTTCTCCTTCGGAGGCTACCCCCTGCGAGGGAGCTCCATCTTCGGGCT G NESTS]
AP13 MIlCACCAGCGAGGAGGACACGCTGAGCCTCGTCACTGCCGACCACTCCCACGTCTTCTCCTTCGGAGGCTACCCCCTGCCGAGGGAGCTCCATCTTCGGGCT M MReEe]
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CIAP
HPAP
AP1
AP2
AP3
AP4
APS
AP6
AP7
AP8
AP9
AP10
AP11
AP12
AP13

CIAP
HPAP
AP1
AP2
AP3
AP4
AP5
AP6
AP7
AP8
AP9
AP10
AP11
AP12
AP13

Rekomb. ...

Mutat

%.CIAP. .

CIAP
HPAP
AP1
AP2
AP3
AP4
AP5
AP6
AP7
AP8
AP9
AP10
AP11
AP12
AP13

ion

Rekomb. ...

Mutat

ion

%-.CIAP. ...

CIAP
HPAP
AP1
AP2
AP3
AP4
AP5
AP6
AP7
AP8
AP9
AP10
AP11
AP12
AP13

GCCCCTGGCAAGGCCCGGGACAGGAAGGCCTACACGGTCCTCCTATACGGAAACGGTCCAGGCTATGTGCTCAAGGACGGCGCCCGGCCGGATGTTACCG
GCCCCTGGCAAGGCCCGGGACAGGAAGGCCTACACGGIICCTCCTATACGGAAACGGTCCAGGCTATGTGCTCAAGGACGGCGCEBCGGCCGGATGTTACCG]
GCCCCTGGCAAGGCCCGGGACAGGAAGGCCTACACGGIICCTCCTATACGGAAACGGTCCAGGCTATGTGCTCAAGGACGGCGCECGGCCGGATGTTACCG]
GCCCCTGGCAAGGCCCGGGACAGGAAGGCCTACACGGIICCTCCTATACGGAAACGGTCCAGGCTATGTGCTCAAGGACGGCGCECGGCCGGATGTTACCG]
GCCCCTGGCAAGGCCCGGGACAGGAAGGCCTACACGGIICCTCCTATACGGAAACGGTCCAGGCTATGTGCTCAAGGACGGCGCECGGCCGGATGTTACCG]

GCCCCTGGCAAGGCCCGGGACAGGAAGGCCTACACGGIICCTCCTATACGGAAACGGTCCAGGCTATGTGCTCAAGGACGGCGCECGGCCGGATGTTACCG]
GCCCCTGGCAAGGCCCGGGACAGGAAGGCCTACACGGICCTCCTATACGGAAACGGTCCAGGCTATGTGCTCAAGGACGGCGCECGGCCGGATGTTACCH

GCCCCTGGCAAGGCCCGGGACAGGAAGGCCTACACGGIICCTCCTATACGGAAACGGTCCAGGCTATGTGCTCAAGGACGGCGCECGGCCGGATGTTACCG]
GCCCCTGGCAAGGCCCGGGACAGGAAGGCCTACACGGECCTCCTATACGGAAACGGTCCAGGCTATGTGCTCAAGGACGGCGCECGGCCGGATGTTACCG
GCCCCTGGCAAGGCCCGGGACAGGAAGGCCTACACGGTCCTCCTATACGGAAACGGTCCAGGCTATGTGCTCAAGGACGGCGCECGGCIGGATGTTACCG
GCCCCTGGCAAGGCCCGGGACAGGAAGGCCTACACGGIICCTCCTATACGGAAACGGTCCAGGCTATGTGCTCAAGGACGGCGCECGGCCGGATGTTACCG]
GCCCCTGGCAAGGCCCGGGACAGGAAGGCCTACACGGICCTCCTATACGGAAACGGTCCAGGCTATGTGCTCAAGGACGGCGCECGGCCGGATGTTACCE
GCCCCTGGCAAGGCCCGGGACAGGAAGGCCTACACGGICCTCCTATACGGAAACGGTCCAGGCTARGTGCTCAAGGACGGCGCEBCGGCCGGATGTTACCH

GCLYE[®AC,

[AGAGCGAGAGCGGGAGCCCCGAGTATCGGCAGCAGIEICAGCAGTGCCCCTGGACGAAGAGACCCACGCAGGCGAGGACGTGGCGGTGTTCGCGCGEGGCCC
[AGAGCGAGAGCGGGAGCCCCGAGTATCGGCAGCAGFCAGCAGTGCCCCTGGACGAAGAGACCCACGCAGGCGAGGACGTGGCGGTGTTCGYGCGRGGCCC
AGEGCGAGAGCGGGAGCCCCGAGTATCGGCAGCAGHICAGCAGTGCCCCTGGACGAAGAGACCCACGCAGGCGAGGACGTGGCGGTGTTCGCGCGRGGCC
[AGAGCGAGAGCGGGAGCCCCGAGTATCGGCEGCAGICAGCAGTGCCCCTGGACGAAGAGACCCACGCAGGCGAGGACGTGGCGGTGTTCGCGCGEGGCCC
[AGAGCGAGAGCGGGAGCCCCGAGTATCGGCAGCAGHICAGCAGTGCCCCTGGACGAAGAGACCCACGCAGGCGAGGACGIGGCGGTGTTCGCGCERAGGCC
IAGAGCGAGAGCGGGAGCCCCGAGTATCGGCAGCAGIICAGCAGTGCCCCTGGACGAAGAGACCCACGCAGGCGAGGACGTGGCGGTGTTCGCGCGEGGCCC
[AGAGCGAGAGCGGGAGCCCCGAGTATCGGCAGCAGIICAGCAGTGCCCCTGGACGAAGAGACCCACGCAGGCGAGGACGTGGCGGTGTTCGCGCGEGGCC

IAGAGCGAGAGCGGGAGCCCCGAGTATCGGCAGCAGECAGCAGTGCCCCTGGACGAAGAGACCCACGCAGGCGAGGACGTGGCGGTGTTCGCGCGEGGCCC
IAGAGCGAGAGCGGGAGCCCCGAGTATCGGCAGCAGIICAGCAGTGCCCCTGGACGAAGAGACCCACGCAGGCGAGGACGTGGCGGTGTTCGCGCGEGGCCC

IAGAGCGAGAGCGGGAGCCCCGAGTATCGGCAGCAGIFCAGCAGTGCCCCTGGACGAAGAGACCCACGCAGGCGAGGACGTGGCGGTGTTCGCGCGEGGCCC
[AGAGCGAGAGCGGGAGCCCCGAGTATCGGCAGCAGHICAGCAGTGCCCCTGGACGAAGAGACCCACGCAGGCGAGGACGTGGCGGTGTTCGCGCGEGGCHT]
[AGAGCGAGAGCGGGAGCCCCGAGTATCGGCAGCAGIICAGCAGTGCCCCTGGACGAAGAGACCIACGCAGGCGAGGACGTGGCGGTGTTCGCGCGEGGCCC
[AGAGCGAGAGCGGGAGCCCCGAGTATCGGCAGCAGIICAGCAGTGCCCCTGGACGAAGAGACCCACGCAGGCGAGGACGTGGCGGTGTTCGCGCGRGGCCC

1300
1300

552
1300
1300
1299
1300
1300

1300
1300
1300
1298
1299
1299

1400
1400

652
1400
1400
1399
1400
1400

1400
1400
1400
1398
1399
1399

GCAGGCGCACCTGGT[ECACGGCGTGCAGGAGEAGACCTTCATAGCGCACETCATGGCCTTEGCLGECTGCETGGAGCCCTACACCGECTGCEACCT G
GCAGGCGCACCTGGTHICACGGCGTGCAGGAGEAGACCTTCATAGCGCACETCATGGCCTTEGCEGECTGCETGGAGCCCTACACCGECTGCEGACCTGREEd
GCAGGCGCACCTGGTECACGGCGTGCAGGAGEAGACCTTCETIEGCGCACIATCATGGCCT TYGCEGECTGCETGGAGCCCTACACCG A ICCA
GCAGGCGCACCTGGTECACGGCGTGCAGGAGEAGACCTTCATAGCGCACETCATGGCCTTEGCEGECTGCETGGAGCCCTACACCG CCA
IGCAGGCGCACCTGGTECACGGCGTGCAGGAGEAGACCTTCATAGCGCACLTCATGGCCTTHGCEGECTGCETGGAGCCCTACACCH CCA
GCAGGCGCACCTGGTECACGGCGTGCAGGAGEAGACCTTCATAGCGCACETCATGGCCTTEGCEGECTGC CA
GCAGGCGCACCTGGTIICACGGCGTGCAGGAGEAGACCTTCATAGCGCACETCATGGCCTTEGCEGECTGCETGGAGCCCTACACCGECTGCEACCT G

GCAGGCGCACCTGGTCACGGCGTGCAGGAGEAGACCTTCATAGCGCACETCATGGCCTTEGCEGECTGCETGGAGCCCTACACCGECTGCEACCT Gl
GCAGGCGCACCTGGTECACGGCGTGCAGGAGEAGACCTTCATAGCGCACETCATGGCCTTEGCEGECTGCETGGAGCCCTACACCGECTGCEACCTGREE
GCAGGCGCACCTGGTICACGGCGTGCAGGAGEAGACCTTCATAGCGCACETCATGGCCTTEGCEGECTGCETGGAGCCCTACACCGRCTGCAAICTCE
GCAGGCGCACCTGGTICACGGCGTGCAGGAGEBAGACCTTCATAGCGCACETCATGGCCTTEGCEGECTGCETGGAGCCCTACACCGECTGCBALCTG
GCAGGCGCACCTGGTICACGGCGTGCAGGAGEAGACCTTCABAGCGCACETCATGGCCTTEGCEGECTGCETGGAGCCCTACACCGECTGCEACCTGH
GCAGGCIACACCTGGTHICACGGCGTGCAGGAGEAGACCTTCATAGCGCACETCATGGCCTTEGCEGECTGCETGGAGCCCTACACCGECTGCEACCT G

1533
1524

770
1533
1533
1532
1505
1524

GCGCCCCCCGCCGGCACC‘
GCGCCCCCCGCCGGCACC‘

1524
1524
1533
1522
1523
1523

GCECCCECCBECCGECACCA
GCECCCECCBECCGECACCA

Abbildung 30 Sequenz-Alignment der Rekombinationsprodukte
Sequenz-Alignment der Rekombinationsprodukte mit den Elterngenen ciap und hpap. Sequenzunterschiede sind
mit Farbkodierung gekennzeichnet. Rekombinationsereignisse, Mutationen, Deletionen und prozentuale Anteile
der CIAP-Sequenz in den Rekombinationsprodukten sind jeweils oberhalb der Sequenz eingetragen. Die
Bindungsstellen der komplementiren Primerpaare CIAPint1F/R, CIAPint2F/R, bzw. HPAPintlF/R und
HPAPIint2F/R sind grau eingerahmt. Die Primer APhpaF und APxbaR binden auflerhalb der dargestellten

codierenden Sequenz.
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12. Anhang

12.2. Sequenz der Wildtyp-Creatinase

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
321

1021
341

1081
361

1141
381

1201
401

ATGACTGACGACATGTTGCACGTGATGAAATGGCACAATGGTGAGAAGGAATATTCCCCC
M TDODMULMHVMKWHNGEIKEY S P

TTTTCCGATGCCGAGATGACGCGCCGCCAGAGTGACGTGCGGCGCTGGATGGCCGAAAAC
F SDAEMTRP RO QSDVP RRMWMATEN

GACGTCGACGCTGCGCTGTTCACCTCCTATCATTGCATCAATTACTACTCTGGATTCCTG
DVDAALTFTSTYUHCTINYVYSGFL

TACTGCTATTTCGGCCGCAAATACGGCATGGTCATCGACCAGGACCATGCCACGACCATC
Y CY F GRKYGMVYTI1DO QDU HATT I

TCGGCCGGCATCGATGGCGGTCAGCCCTGGCGCCGTAGCTTCGGCGACAACATCACCTAT
S AGI1ODGG GO QPWRTP RGSTFGTDNTITY

ACGGACTGGCGCCGCGACAACTTCTACCAGGCCGTCCGCCAACTCACCCCCGGCGCCAGG
T DWRU RUDNTFEFVYOQAVTROQLTTPGAR

CGCATCGGTATCGAGTTCGATCACGTGAACCTTGACTTCCGCCGCACGCTCGAAGAGGCG
R 1 G 1 EFDHVNLTDTF EFTRTP RTLTETE A

CTGCCCGGCGTCGAGTTCGTCGATATCGGTCAACCGTCGATGTGGATGCGCACGGTCAAG
LPGVETFUVDTIGO QPSMWMERTUV K

TCGCTCGAAGAGCAGAAGCTGATCCGCGAGGGTGCCCGTATCTGCGACGTCGGCGGTGCC
S L EEOQT KTLTIEITRTETGARTITCTDLUVTGG A

GCCTGCGTTGCCGCCGTCAAGGCCGGCGTTCCGGAGCACGAGGTCGCGATCGCCACAACC
A CVAAVZ KA AGVYVYPEGHTEVATILATT

AATGCGATGGTCCGCGAGATCGCCAAGTCGTTCCCCTTCGTCGAACTGATGGACACCTGG
NAMVYTRTETILAZKTSTFEFTPTFVETLMMDTW

ACCTGGTTCCAGTCGGGCATCAACACCGACGGCGCCCACAATCCGGTGACCAACCGCATC
T WFOQSGTINTDTGATHNTPVTNR R I

GTGCAATCGGGCGATATCCTGTCGCTCAACACGTTCCCGATGATCTTCGGCTACTACACG
VOSGDILSLNTFPMIFGYU YT

GCGCTGGAGCGAACGCTGTTCTGCGACCACGTCGACGATGCCAGCCTTGACACCTGGGAG
ALERTLTFCTDUHVYVYUDUDA ASLTUDTMWE

AAGAACGTCGCCGTGCACCGCCGCGGCCTCGAACTCATCAAGCCGGGTGCGCGCTGCAAG
K NV AVHP RTE RTGTLTETLTITEKTPGATRTCK

GATATCGCCATCGAACTCAACGAGATGTACCGGGAGTGGGATCTGCTGAAGTACCGCTCC
D I Al ELNTEMYT®RTEMWTDTLTLTKYT RS

TTCGGCTACGGCCACTCCTTCGGCGTGCTCTCCCACTACTACGGCCGCGAGGCGGGCGTG
F GYGHGSTFGUVLSHTYJVYGRTETATG.UV

GAACTGCGCGAGGACATCGATACCGTGCTGCAGCCCGGCATGGTGGTCTCCATGGAGCCG
ELRETDTIDTVLOQPGMVVSME P

ATGGTGATGTTGCCAGAAGGCGCTCCCGGCGCGGGCGGCTACCGCGAGCACGACATCCTG
M V MLGPTETGA ATPGATGSGVYTZ RTETHTDI L

ATCGTGGGGGAAGACGGCGCAGAGAACATTACCGGATTCCCCTTCGGGCCTGAGCACAAC
1 VG EDGATEANTITGTFPTFGTPTETHN

ATCATCCGCAACTGA 1215
I I R N * 405

Abbildung 31 DNA- und Aminosiure-Sequenz der Wildtyp-Creatinase aus Erwina spec
Die Darstellung der DNA-Sequenz erfolgte in Standardschrift; die Darstellung der Aminosaure-Sequenz in

Kursivschrif t.
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140
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220
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780
260

840
280

900
300

960
320

1020
340

1080
360

1140
380

1200
400
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12. Anhang

12.3. Creatinase-Screening

Tabelle 10 Vergleich der Creatinase-Mutanten hinsichtlich enzymatischer Effizienz und Stabilitit
Standardabweichungen und -Fehler der Proteinbestimmungen, Ku- und Vmax-Berechnungen sowie Zwischenergebnisse der fiir Tabelle 6 (siehe Abschnitt 8.1) zu Grunde liegenden Daten
zur Effizienz der Creatinase-Mutanten: (Proteings) Proteinbestimmung vor dem Verdiinnen (Eo) Enzymkonzentration im Aktivitdtstest, (Vmax) Maximalgeschwindigkeit, (Keat)
Katalysekonstante, (Km) Michaelis-Menten-Konstante.

Mutante [Proteinges Enzym Eo IV max Kcat Kwm Kcay/Km
[mg/ml] Stabwn Mittelwert [mol x17] |Verdiinnung [mol x I''] [Delta E/min] Stfehler [mol xIxs-1] |[[s7] [mM] Stfehler [mMol-! x s1]

CTwt 1,66 0,02 1,66 3,61x10% |97 3,71x1097 5,26 x 10-02 2,12 x 1004 4,87 x 10-2 1,31 x 10% 4,2 6,12x 1002 [3,13 x 10%
CT1m7 [1,55 0,01 1,55 3,37 x10% |38 8,91 x107 16,20 x 102 3,62 x 1004 5,47 x 1002 6,44 x 1004 2,9 7,11x1002 2,22 x 10%
CT1m24 [2,53 0,01 2,53 551x10% 190 2901 x007 [5,63x 1002 3,93 x 1004 5,21 x 102 1,80 x 10% 7,4 1,77 x 100t [2,43 x 10%
CT2m9 (1,73 0,01 1,73 3,77 x10% |66 5,67 x 107 5,42 x 1002 7,70 x 109 5,02 x 1002 8,85 x 1004 6,2 3,34 x 1002 [1,43 x 10%
CT2m10 (1,73 0,01 1,73 3,78x10%  [75 503 x 107 14,72 x 1002 2,72 x 1004 4,37 x 10-2 8,69 x 1004 3,1 7,41 x1002 2,80 x 100
CTqc2 [1,85 0,00 1,85 4,04 x10% 143 2,83 x 1097 14,76 x 102 1,59 x 1004 4,41 x 102 1,56 x 100 6,9 8,51x1002 [2,26 x 10%
CTsd2 [2,17 0,01 2,17 4,73 x10% |53 8,90 x 107 5,79 x 102 1,94 x 1004 5,36 x 102 6,02 x 10 2,2 3,25x1002 2,74 x 10%
CTsd7  [1,68 0,00 1,68 3,65 x 105 |53 6,91 x 107 |4,93 x 10-02 3,02 x 10-04 4,56 x 10-02 6,61 x 1004 2,0 5,54 x 102 [3,30 x 10%
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