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Einleitung

1 Einleitung

Die Entwicklung rekombinanter DNA-Technologien (Caskey, 1978) ermdglicht die gezielte
Herstellung biotechnologischer Produkte. Indem geeignete Wirtsorganismen genetisch
manipuliert werden, kann deren Stoffwechselaktivitdt fir die Produktion homo- oder
heterologer Proteine ausgenutzt werden (Bronson, 1978). Als erstes Produkt wurde die
rekombinante Herstellung von humanem Insulin in E. coli beschrieben (Goeddel et al., 1979).
In den letzten 30 Jahren hat die Biotechnologie flr die Herstellung pharmazeutischer und
diagnostischer Produkte zunehmend an Bedeutung gewonnen. Bislang wurden 165
rekombinante Biopharmazeutika von der Food and Drug Administration (FDA) fur den US-
Markt zugelassen (Walsh, 2006). Viele weitere Produkte befinden sich in der praklinischen
Entwicklungsphase, so dass deren Umsatz im Jahr 2010 voraussichtlich 70 Milliarden US
$ erreichen wird (Pavlou & Reichert, 2004; Pavlou & Belsey, 2005).

Einer der meist verwendeten Organismen fur die Herstellung rekombinanter Proteine ist das
Bakterium Escherichia coli (Gold, 1990; Baneyx, 1999; Swartz, 2001). Generell zahlen die
einfache genetische Manipulierbarkeit, das schnelle Zellwachstum und die hohen
Produktausbeuten zu dessen Vorteilen (Graumann & Premstaller, 2006). Obwohl viel Uber die
Genetik und Molekularbiologie von E. coli bekannt ist, wird nicht jedes Produkt effizient
exprimiert. Dies kann unter anderem mit den strukturellen Eigenschaften der Gensequenz, der
Stabilitdt und/oder Translations-Effizienz der mRNA, der Proteinfaltung und -degradation, der
codon usage oder einer moglichen Produkt-Toxizitat zusammen hangen (Jana & Deb, 2005).
Um die Expression in E. coli zu verbessern, wurden bislang einzelne genetische oder
physiologische Aspekte untersucht. Im Gegensatz dazu haben die Entwicklungen auf dem
Gebiet der sog. ,omics-Technologien die ganzheitliche Analyse mehrerer zellphysiologischer

Ebenen ermdglicht (Joyce & Palsson, 2006).

1.1 Expression Profiling: Globale Stoffwechselanalyse

Mit Hilfe der sog. ,omics-Technologien werden Organismen in einem globalen Stoffwechsel-
Zusammenhang betrachtet. Die Analysen konnen auf verschiedenen Ebenen des
Zellmetabolismus durchgefiihrt werden, die unter der Abklrzung ,omics’ zusammengefasst
werden (Abb. 1).
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Abb. 1: Ubersicht der ,omics-Technologien und deren Beitrag zur globalen Betrachtung
zellphysiologischer Zusammenhange. Die Analysen konnen in die Bereiche Zell-Komponenten
(components) sowie Interaktionen (interactions) und funktioneller Zustand der Komponenten (functional
states) eingeteilt werden. Der Bereich Komponenten umfasst alle molekularen Bestandteile einer Zelle,
die mit der DNA (Fachgebiet Genomics) beginnen. Diese wird in mRNA transkribiert (Fachgebiet
Transcriptomics) und anschlie®end in Proteine translatiert (Fachgebiet Proteomics). Die Proteine sind
an den Stoffwechselreaktionen und ihren Zwischenprodukten (Fachgebiet Metabolomics) sowie am
Umsatz von Glykoproteinen, Oligosacchariden (Fachgebiet Glycomics) und Lipiden (Fachgebiet
Lipidomics) beteiligt. Die Zelllokalisierung dieser Komponenten umfasst das Gebiet der Localizomics. Im
Rahmen der Stoffwechselregulation interagieren einzelne Komponenten miteinander. Hier werden
Protein-DNA- und Protein-Protein-Wechselwirkungen untersucht (Interaktionen). Weiterhin kénnen alle
Komponenten und Interaktionen im metabolen Netzwerk (Fachgebiet Fluxomics) und deren
Auswirkungen auf den Phanotyp der Zelle (Fachgebiet Phenomics) untersucht werden (Abb. aus Joyce
& Palsson, 2006).

Fiar die Analyse von Mikroorganismen, die fur die biotechnologische Produktion verwendet
werden, sind die Transkriptom-, Proteom- und Metabolom-Ebenen von besonderem Interesse.
Die globale Stoffwechselanalyse (expression profiling) kann das grundlegende, biologische
Verstandnis zellphysiologischer Zusammenhange erhohen. Die Zellen kdnnen unter

verschiedenen Umweltbedingungen wie beispielsweise der Veranderung des pH-Wertes oder
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der Temperatur, oxidativem Stress, Hungerbedingungen oder in der Stationarphase untersucht
werden. Durch den Vergleich der Stress-Antworten kann das gesamte metabolische Netzwerk
der Zellen analysiert werden (Han & Lee, 2006). Fir die Analyse der Transkriptom-, Proteom-

und Metabolom-Ebenen steht eine Vielzahl von Methoden zur Verfugung.

Transkriptom-Analyse

Bei der Transkriptom-Analyse werden die mRNA-Transkripte einer Zelle untersucht.
Klassische Techniken wie die Northern Blot Analyse sind nicht genau quantifizierbar oder
eignen sich wie die RT-PCR (reverse transcriptase-polymerase chain reaction) nicht fur die
Hochdurchsatz-Analyse genomweiter DNA-Transkripte. Fir komplexe Genexpressions-
Analysen kbénnen ,Tag- oder ,Array*-basierte Methoden verwendet werden. Die Durchfihrung
von ,Tag-Verfahren wurde mit der Entwicklung von SuperSAGE (super serial analysis of gene
expression, Matsumura et al., 2003) und der Pyrosequenzierung (Ronaghi et al., 1996)
beschleunigt. Der experimentelle Aufwand ist im Vergleich zu den ,Array-Technologien jedoch
grolRer. Bei der Herstellung von DNA-Microarrays werden fiir ein Gen charakteristische DNA-
Sequenzmotive auf einem Microchip fixiert (Schena et al., 1995). Je nach Lange der
Nukleotide werden cDNA-Arrays, kurze Oligonukleotid-Arrays (25 - 30 nt) oder lange
Oligonukleotid-Arrays (60 - 70 nt) unterschieden (Draghici et al., 2006). Durch Inkubation mit
der Probe werden DNA-Hybride gebildet, die mittels Fluoreszenzfarbstoffen detektiert werden
(Schena et al., 1995). Inzwischen sind kommerziell erhaltiche DNA-Chips flr viele
Mikroorganismen erhaltlich (z. B. Affymetrix Inc., Santa Clara/CA; NimbleGen Systems Inc.,
Madison/WI). Die Weiterentwicklungen in der Herstellung der Microarrays und der
entsprechenden Auswerteprogramme hat wesentlich zur Verbesserung der mRNA-Analytik
beigetragen (Barrett & Kawasaki, 2003; Draghici et al., 2006).

Proteom-Analyse

Fir die Proteom-Analyse steht eine Vielzahl von Methoden zur Verfugung. Grundsatzlich
kénnen hierbei gelbasierende und nicht-gelbasierende Methoden unterschieden werden (Han
& Lee, 2006). Die zweidimensionale Gelelektrophorese (2-DE) ist die flr Proteomics-Studien
am meisten genutzte, gelbasierende Technologie. Die Proteine werden hierbei in zwei
Dimensionen entsprechend ihres isolelektrischen Punkts (pl) und ihres Molekulargewichts (M)
innerhalb einer Gel-Matrix getrennt (1.3). Die Verwendung eines internen Standards hat die
Qualitédt der 2-DE-Technologie verbessert. Hierbei werden mehrere Proben auf einem Gel

analysiert, indem die Proteine vor der Trennung mit Fluoreszenz-Farbstoffen markiert werden.



Einleitung

Fir die Analyse kénnen die DIGE- (difference gel electrophoresis, Unlii et al., 1997) oder die
ALIS-Technologie (Alexa-labeled internal standard, Wheelock et al., 2006) verwendet werden.
Die Identifizierung der Proteine erfolgt mittels Massenspektrometrie (MS).

Bei nicht-gelbasierenden Methoden kann die Quantifizierung der Expressionsunterschiede
entweder durch den Vergleich von Signalintensitaten reiner massenspektrometrischer
Analysen oder mit Hilfe von Isotopen-markierten Proben erfolgen (Yan & Chen, 2005).
Generell ist die Analyse komplexer Proteingemische mit nicht-gelbasierenden Methoden
problematisch. Proteine mit dhnlichem Molekulargewicht sind aus einem Gemisch schlecht
aufzulésen und die Spektren nicht gut reproduzierbar. Um die Komplexitdt der Proben zu
reduzieren, werden die Proben fraktioniert. Dies wird durch die Kombination mehrerer
Methoden gewahrleistet. Hierfir werden die MALDI-TOF-, SELDI-TOF-, ESI- und FTICR-MS
verwendet. Der  massenspektrometrischen Separation kénnen  n-dimensionale
Flissigkeitschromatographie-Saulen (nLC) vorgelagert werden. Hierzu zahlen beispielsweise
die AIX LC-HIC LC (anion exchange column LC-hydrophobic interaction resin LC), die SCX-
RPLC (strong cation exchange-reversed phase LC) oder die SEC-RPLC (size exclusion LC-
RPLC). Bei Verwendung der ESI- oder FTICR-MS wird haufig die Kapillar-IEF (clEF, capillary
IEF) eingesetzt (Han & Lee, 2006). Die Kombination mehrerer nicht-gelbasierender Analysen
wurde zudem in Technologien wie der COFRADIC- (combined fractional diagonal
chromatography;, Gevaert et al., 2002), der MudPIT- (multidimensional protein identification
technology; McDonald & Yates, 2002) oder der GIST-Methode (global internal standard
technology, Chakraborty & Regnier, 2002) beschrieben.

Bei Analysen, die auf der Verwendung von stabilen Isotopen basieren, kdnnen die Proben
entweder in vivo oder in vitro markiert werden. Bei der in vivo-Markierung werden die Isotope
dem Nahrmedium wahrend der Kultivierung z. B. in Form von "N oder markierten
Aminosauren wie 2H-Leucin oder "®C-Lysin (SILAC-Technologie, stable isotope labelling with
amino acids in cell culture; Ong et al., 2002; Everley et al., 2004) zugefiigt. Diese werden von
der Zelle metabolisch verwertet, so dass in der Analyse schwere und leichte Peptide
miteinander verglichen werden konnen. Bei der in vitro-Markierung werden die Peptide mit
geeigneten Reagenzien amino-/N-terminal, carboxyl-/C-terminal oder an spezifischen
Aminosauren (Cysteine, Lysine etc.) chemisch markiert (Yan & Chen, 2005). Tab. 1 stellt

einige dieser Methoden gegenuber.
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Tab. 1: Methoden flr die in vitro-Markierung quantitativer Proteom-Analysen.

Peptid- .

Markierung Technologie Referenz
iTRAQ™: jsobaric tags for relative and absolute
quantitation; Kopplungsreagenz mit isotoper Reporter-
Gruppe, reaktiver NHS-Gruppe und einer Gruppe fur Ross et al., 2004
den Massenausgleich, die isobare Tags bei der

. Verwendung unterschiedlicher Isotope gewahrleistet.

N-terminal —— -
NIT: N-terminal isotope-encoded tagging; Acylierung
des N-Terminus nach der Umwandlung von Lysin in
Homoarginin; keine Ladungsverschiebung, keine Zhang et al., 2002
unerwinschte Acyleriung der e-Aminogruppe von L-
Lysinen

Mirgorodskaya et al., 2000;

Proteolyse mit Trypsin und markiertem Wasser, Einbau | Wang et al., 2001,

Coterminl von Sauerstoff-Isotopen ('°0/'°0) Stewart et al., 2001;

Yao et al., 2001
Vere_sterung der Carboxylgruppe mit Hilfe von isotopen- Goodlett ef al., 2001
markiertem Methanol
ICAT™: jsotope-coded affinity tags; Kopplungsreagenz .
mit Biotin-Tag, Isotopen-Linker und reaktiver Gygi et al., 1999;
lodacetamid-Gruppe, die an den Thiol-Rest der Zhang & Regnier, 2002;
proteinogenen Cysteine koppelt, Reinigung mittels Zhou et al., 2002
Avidin-Affinitats-Chromatographie
. MCAT: mass-coded abundance tagging; Markierung .

?22%:2ﬁre_ der e-Aminogruppe der L-Lysine durch Guanidin Cagney & Emili, 2002

P Modifikation von Tryptophan-Resten durch ("°C/'°C) 2-
Nitrobenzensulphenylchlorid, Reinigung mittels Kuyama et al., 2003
Sephadex-Chromatographie
Anreicherung von Phosphotyrosin-haltigen Peptiden
mittels AntikOrperbasierten-Antiphosphotyrosin- Ibarrola et al., 2004
Reinigung

Metabolom-Analyse

Die Analyse der Metabolite umfasst im Vergleich zu den Genen bzw. Proteinen der Zelle eine
geringere Anzahl Parameter. Die chemische Variabilitdt der Proben ist jedoch wesentlich
héher. Die Analysemethoden missen sich beispielsweise fir den Nachweis von kleinen,
polaren Molekillen wie Ethanol, fir hochmolekulare, polare Glykoside oder unpolare Lipide als
auch fur groBe Konzentrationsunterschiede (pM - mM) eignen (Dunn et al., 2005). Die
Metabolom-Analysen kénnen in die Bereiche metabolomics, metabonomics, metabolite target
analysis, metabolite/metabolic profiling, metabolic fingerprinting und metabolic footprinting
unterteilt werden (Tab. 2).
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Tab. 2: Ubersicht der unterschiedlichen Analysestrategien auf Metabolom-Ebene (Dunn et al., 2005).

Strategie Erlauterung

Metabolomics Identifizierung und Quantifizierung aller Metabolite eines biologischen
Systems.

Metabonomics Quantifizierung metaboler Zellantworten auf pathophysiologische Reize oder

genetische Modifikationen.

Metabolite/metabolic | Analyse zur Identifizierung und Quantifizierung von Metaboliten &hnlicher
profiling chemischer Eigenschaften oder ahnlicher Stoffwechselwege. Verwendung
chromatographischer ~ Trenntechniken vor der Detektion, geringere
Probenmengen erforderlich.

Metabolite target Quantitative Bestimmung einer oder weniger Metabolite eines bestimmten
analysis Stoffwechselweges nach gezielter Probenvorbereitung.

Metabolic Schnelle Hochdurchsatz-Methode zum Screening grober Zellextrakte, keine
fingerprinting Identifizierung und Quantifizierung.

Metabolic Globale Hochdurchsatz-Analyse von Metaboliten, die aus der Zelle in das
footprinting Kulturmedium sekretiert wurden.

Die Technologien zur Metabolit-Analyse sind entsprechend vielfaltig. Die Vergleiche kénnen
ebenso wie bei der Proteomanalyse auf den Signalstarken spektrometrischer (z. B. GC-MS,
HPLC-MS, CE-MS, NMR) oder spektroskopischer Analysen (FTIR, Raman-Spektroskopie)
basieren (Dunn et al., 2005; Hollywood et al., 2006). Ebenso wie bei der Proteom-Analyse
kénnen die Proben mit stabilen Isotopen markiert werden. Diese werden zumeist in vivo mit
3¢, N, 0 oder ?H durchgefiihrt. Durch den Vergleich markierter und nicht markierter Proben
konnen verschiedene Stoffwechselreaktionen untersucht werden (Birkemeyer et al., 2005). Die
metabolische Flux-Analyse (metabolic flux analysis, MFA) ermdglicht anschlielend die

computergestutzte Berechnung der Energiefllisse innerhalb der Zelle (Wiechert, 2001).

1.2 Expressionsoptimierung

Die ,omics-Technologien haben erstmals auf dem Gebiet der Genomics einen Beitrag zur
Expressionsoptimierung geleistet. Zuvor wurden zufallsbasierte, ungerichtete Mutagenese-
Ansatze (z. B. durch UV-Licht, Nitrosoguanidin, 5-Bromuracil, etc.) in Kombination mit
geeigneten screening-Prozessen fir die Verbesserung von Produktionsstdmmen eingesetzt
(Parekh et al., 2000). Die DNA-Sequenzdaten ermoglichen die Verwendung genomisch
definierter Wirtsstdmme. Die Organismen werden anhand von Genen manipuliert, welche die
rekombinante Expression fordern bzw. stéren (genome breeding) oder indem nicht essentielle

Gene deletiert werden, um zusatzliche metabolische Lasten des Organismus zu vermeiden
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(genome engineering; Hermann, 2004). Diese Entwicklungen pragten den Begriff metabolic
engineering. Per Definition wird hierunter die Verbesserung von Mikroorganismen zur
Herstellung biologischer Produkte verstanden, indem spezifische Gene mittels rekombinanter
DNA-Technologie deletiert, inseriert, amplifiziert oder mutagenisiert werden (Lee &
Papoutsakis, 1999).

In den letzten Jahren wurden fir die Optimierung von Wirt-/Vektor-Systemen viele empirische
Richtlinien erarbeitet, die einzelne zellphysiologische Aspekte berlcksichtigen (Makrides,
1996). Hierzu z&hlen neben der Auswahl des Wirtsstammes das Design des
Expressionsvektors, die gene dosage, die Regulation der Genexpression auf
Transkriptionsebene (z. B. die Verwendung bestimmter Promotoren oder Terminatoren), die
Regulation auf Translationsebene (z. B. die Berucksichtigung der mRNA-Stabilitat oder
bestimmter Terminationsfaktoren), die codon usage sowie die Kultivierungs- und
Fermentationsbedingungen (Jana & Deb, 2005). Die Methoden zur Messung von
Kultivierungsparametern wie beispielsweise Temperatur, pO,, pH-Wert, Osmolalitat oder die
Analyse einzelner Stoffwechselprodukte wie Lactat, Acetat oder CO, sind vielfaltig (Schmidt,
2005). Alle Optimierungsansatze reprasentieren Teilaspekte aus den Umweltveranderungen,
die wahrend der Kultivierung auftreten. Die Analysen ermdglichen jedoch keinen vollstandigen
Einblick in den Zell-Stoffwechsel, so dass das Verstandnis von metabolischen Veranderungen
wahrend der rekombinanten Proteinexpression eingeschrankt ist (Gupta & Lee, 2007). Die
Verbesserung der Expressionssysteme basiert somit auf Erfahrungswerten und muss im trial-
and-error-Versuch durchgefihrt werden.

Die Entwicklungen auf dem Gebiet der Transkriptom-, Proteom- und Metabolom-Analysen
ermdglichen die gesamtphysiologische Betrachtung der Zelle (expression profiling). Die
,omics-Technologien (1.1) kénnen einen Beitrag in der Prozessentwicklung rekombinanter
Produkte leisten, indem bekannte Stressantworten wahrend der Proteinexpression identifiziert
werden (Gupta & Lee, 2007; Chou, 2007). Fur die biotechnologische Anwendung kénnen
somit unterschiedliche Wirtsstdmme miteinander verglichen, ein Expressionssystem unter
verschiedenen  Kultivierungsbedingungen  oder induzierte und nicht induzierte
Kultivierungsverlaufe analysiert werden. Die Optimierungsstrategien konnen daher von einer
lokalen Betrachtung einzelner Stoffwechselwege auf eine ganzheitliche Zellanalyse
ausgerichtet werden (Park et al., 2005; Abb. 2).



Einleitung

e 4 |
" . Fermentation |

L
. - ';_"}‘
o ;' Al {

Transcriptome F'ruteurne

Omics technology Metabolome profiles
1.3 i—
I 1
it Ir_ A fj\‘ :__._\-L o
- " Gene Manipulation L : o
ICroorganisms for Ch t he t

improving the metabalic aracterizing the target

genes

activity

Abb. 2: Einfluss der ,omics-Technologien auf die Expressionsoptimierung.

Die Anwendung der Transkriptom-, Proteom- und Metabolom-Methoden ermdéglicht die globale,
zellphysiologische Analyse rekombinanter Mikroorganismen. Durch den Vergleich unterschiedlicher
Kultivierungsbedingungen oder Stoffwechselmodifikationen kénnen Gene identifiziert werden, die sich
fur die zielgerichtete Expressionsoptimierung eignen. Die Expressionssysteme koénnen daraufhin
genetisch modifiziert und flr den Produktionsprozess optimiert werden (Abb. aus Park et al., 2005).

Auf Basis der ,omics™-Daten werden computergestitzte Modelle biologischer Systeme erstellt.
Die Modellierung der Transkriptom-, Proteom- und Metabolom-Strukturen und des
Reaktionsverhaltens ihrer Komponenten ist Grundlage der System-Biologie. Hierunter wird die
gesamtphysiologische, computergestitzte Betrachtung komplexer, biologischer Systeme und
deren fundamentaler Eigenschaften verstanden (Huang & Wikswo, 2006). Die Anwendung der
,omics- und in silico-basierten Analyse auf rekombinante Mikroorganismen sowie der Einsatz
der Daten fur die Prozessentwicklung und -optimierung wird unter dem Begriff System-
Biotechnologie  (systems  biotechnology, systems level metabolic  engineering)
zusammengefasst (Lee et al., 2005; Park et al., 2005). Die zuklnftige Expressionsoptimierung
wird demzufolge auf Basis experimenteller Daten und in silico-Analysen durchgeflhrt werden.
Mit Hilfe der ,omics-Technologien werden Stoffwechselreaktionen auf bestimmte
Umweltveranderungen hin untersucht und die Zellreaktionen am Computer simuliert. Durch die
iterative Anpassung von Modellbildung und experimentellem Design wird das Verstandnis fur
zellphysiologische Vorgange in Produktionsprozessen in Zukunft weiter erhoht (Lee et al.,
2005).

Fir diese Entwicklungen ist neben der Verfligbarkeit bioinformatischer Werkzeuge der
Informationsgewinn Uber zellphysiologische Vorgange entscheidend. Bislang wurden mit Hilfe
von ,omics*-Technologien Uberwiegend Produktionsprozesse mit den Expressionssystemen
Corynebacterium glutamicum (z. B. Hermann et al., 2001; Lange et al., 2003), Bacillus subitilis
(z. B. Hecker, 2003; Hecker & Volker, 2004; Jurgen et al., 2005), Clostridium acetobutylicum (z.
B. Tummala et al., 2003) und Escherichia coli (z. B. Jurgen et al., 2000; Han et al., 2001; Yoon
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et al., 2003; Lee et al., 2003) untersucht. In den Studien konnten zelluldre Antwortsignale
(Hitzeschock, Hungersignale, etc.) identifiziert werden und damit das Verstandnis flr
unterschiedliche Produktionsleistungen erhéhen. Daruber hinaus kdnnen die Ergebnisse dazu
genutzt werden, die Ausbeuten rekombinanter Proteine durch zielgerichtete genetische
Veranderungen zu verbessern (Gupta & Lee, 2007).

Die erfolgreiche Expressionsoptimierung auf Basis des expression profiling ist in deutlich
weniger Studien beschrieben. In E. coli zahlen hierzu beispielsweise die Optimierung von IGF-
I exprimierenden Zellen (Choi et al., 2003), die Verbesserung der Expression Serin-reicher
Proteine (Han et al., 2003), die Fermentationsoptimierung fir die Uberproduktion von L-
Threonin (Hermann & Rieping, 2003; Rieping et al., 2003), der positive Einfluss der kleinen
Hitzeschockproteine IbpA und IbpB (small heat shock proteins, sHsp, < 20 kDa) auf die
Bildung von inclusion bodies (Han et al., 2004), die Fermentationsoptimierung fir die
Herstellung eines Antikdrper-Fragments (Aldor et al., 2005) oder die Prozessentwicklung fur

die Expression von L-Valin (Park et al., 2007).

Bei der Auswahl geeigneter expression profiling-Methoden muissen die technischen
Voraussetzungen im Laborbetrieb und die Eigenschaften der Wirtsorganismen berlcksichtigt
werden. Die Analysen auf der Metabolom-Ebene sind sehr komplex. Neben dem
experimentellen Aufwand ist die Auswertung der Daten vielschichtig und erfordert fundierte
bioinformatische Kenntnisse. Die Methoden fir die Transkriptom-Analyse wurden technisch
verbessert. Werden sie als Basis fur die Expressionsoptimierung verwendet, missen bei E.
coli die Halbwertszeit der mRNA (1 - 3 min) und die hohe Geschwindigkeit der
Transkriptionskontrolle (< 0,5 min; Schweder & Hecker, 2004) bertcksichtigt werden.
Hierdurch kdnnen viele Informationen mit einem kleinen Signal-Rausch-Verhaltnis generiert
werden, so dass die Aussagen zu sehr vom Zeitpunkt der Probennahme und den dul3eren
Umgebungsbedingungen abhangen kdénnen. Die metabolischen Verdnderungen auf
Proteinebene stellen den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der bakteriellen
Genregulation dar. Die Proteomdaten unterliegen geringeren Schwankungen, so dass sie
unter Berilcksichtigung eines geeigneten Versuchsdesigns zu aussagekraftigeren

Informationen fihren konnen.
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1.3 Zweidimensionale differenzielle Gelelektrophorese

In der 2-D Gelelektrophorese (2-DE) werden Proteine in zwei Schritten mittels isoelektrischer
Fokussierung (IEF) und anschlieRender SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
separiert (O'Farrell, 1975; Klose, 1975). Bei der konventionellen 2-DE werden die Proteine
nach der Trennung mit geeigneten Methoden wie der Coomassie-, Silber- oder
Fluoreszenzfarbung detektiert (Miller et al., 2006).

Die Silberfarbetechnik besitzt im Vergleich zur Coomassie-Farbung eine hdhere Sensitivitat
(Faktor 100), die Farbereaktion ist jedoch wesentlich schlechter reproduzierbar und eignet sich
daher weniger fur quantitative Analysen (Goérg et al., 2004). Bei der Verwendung von
Fluoreszenzfarbstoffen kénnen die Proteine auf konventionelle Weise nach der
Gelelektrophorese gefarbt (z. B. mit Sypro Ruby) oder vor der IEF mit Fluorophoren kovalent
markiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden cyaninbasierende Fluoreszenzfarbstoffe flr
die Durchfuhrung der Vergleichsanalyse verwendet (Waggoner et al, 1993). Diese
Technologie wird als zweidimensionale differenzielle Gelelektrophorese (2-D DIGE)
bezeichnet (Unli et al., 1997). Die Fluoreszenz-Farbung ist gegeniiber dem Coomassie-
Farbstoff ca. um Faktor 100 sensitiver und im Vergleich zur Silberfarbung reproduzierbarer.
Die untere Nachweisgrenze betragt 125 pg Protein und die Signalstarke nimmt Gber einen
Bereich von 10° linear zu. Der Cyanin-Farbstoff besitzt eine reaktive N-hydroxy-succinimid-
Ester-Gruppe (NHS-Ester), die durch eine Amidbricke an die e-Aminogruppe der L-Lysin-
Reste in den Proteinen bindet. Da die Farbstoffe in der Reaktion als limitierendes Agens
eingesetzt werden (minimal labelling), bindet statistisch gesehen ein Farbstoffmolekil an ein
Protein. Dabei erfolgen ein aquivalenter Ladungsaustausch und eine Masseverschiebung von
500 Da (Abb. 3).
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Abb. 3: Ubersicht der Cy ™-Farbstoff-Proteinmarkierung.

Die Fluoreszenzfarbstoffe weisen ein Cyanin-Grundgerist mit einem heterocyclischen aromatischen
Ringsystem auf. Es kdénnen drei unterschiedliche Farbstoffe verwendet werden (Cy™2, Cy™3 und
Cy™5), die sich durch die Reste (R;) voneinander unterscheiden (A). Die Farbstoffe binden mit einer
reaktiven NHS-Gruppe an die e-Aminogruppe der proteinogenen L-Lysine und werden als limitierender
Faktor in der Reaktion eingesetzt (B). Da nur 1 - 2 % der Proteine markiert werden, reagieren diese
statistisch gesehen mit je einem Farbstoffmolekul (minimal labelling, Abb. aus Waggoner et al., 1993 (A)
bzw. Ettan DIGE User Manual (B)).

Indem mehrere Fluoreszenzfarbstoffe (Cy™2, Cy™3 und Cy™5, GE Healthcare) verwendet
werden, koénnen Vergleichsproben unterschiedlich markiert werden (2.5.6). Aufgrund der
individuellen Anregungs- und Emissionswellenlangen der Farbstoffe kdnnen bis zu drei Proben
auf einem Gel analysiert werden (multiplexing). Einer der Fluoreszenzfarbstoffe kann als
interner Standard verwendet werden. Dieser setzt sich zu gleichen Teilen aus allen Proben
eines Experiments zusammen. Im Gegensatz zur konventionellen 2-DE kdnnen somit Gel-zu-

Gel-Variationen von realen Proteinunterschieden unterschieden werden (Abb. 4).
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Abb. 4: Einfluss des internen Standards auf die Interpretation von Proteomdaten.

Bei der Datenauswertung ohne den internen Standard wirde zwischen den unbehandelten Proben 1
und 2 kein Unterschied bestehen (Gel A). Nach der Behandlung scheint der hervorgehobene
Proteinspot in beiden Proben héher exprimiert zu werden und der Effekt bei Probe 4 starker als bei
Probe 3 zu sein (Gel B). Unter Beriicksichtung des internen Standards, der sich zu gleichen Teilen aus
allen untersuchten Proben zusammensetzt, kdnnen Gel-zu-Gel-Variationen detektiert werden. Die
hdhere Expression des markierten Proteinspots ist durch den Vergleich des internen Standards der
Gele A und B auf eine technische Variation zurtickzufuhren. Demnach hat die Behandlung keinen Effekt
auf Probe 4 und im Gegensatz zur Interpretation ohne internen Standard eine geringere Expression in
Probe 3 zur Folge (Abb. aus Ettan DIGE User Manual).

Die Auswertung der 2-D Gele wird mit der DeCyder™ Software (GE Healthcare) durchgefiihrt,
die eine automatische Spotdetektion, die Berechnung von Hintergrundsignalen sowie die
Die

Expressionsunterschiede werden im Verhaltnis von Probe zu internem Standard berechnet. In

Quantifizierung und Normalisierung der Proteinspots gewabhrleistet.
einer ersten Analyse werden die Proteinspots eines Gels analysiert, indem die Cy™2-, Cy™3-
und Cy™5-Gelbilder ausgewertet werden (differential in-gel analysis, DIA). In einem zweiten
Schritt werden diese Daten zwischen verschiedenen Gelen miteinander verglichen (biological

variation analysis, BVA; Abb. 5).
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Abb. 5: Schema der 2-D Gel-Auswertung mit der DeCyder™ Software.

Bei der Verwendung der Cy™-Fluoreszenzfarbstoffe kénnen bis zu drei Proben auf einem 2-D Gel
analysiert werden. Einer der Farbstoffe wird fur die Markierung des internen Standards verwendet (gelb),
der sich zu gleichen Teilen aus allen Analyten zusammensetzt. Bei der DIA-Auswertung (differential in-
gel analysis) werden die Expressionsunterschiede innerhalb eines Gels berechnet. Hierfur werden die
Fluoreszenzsignale der Proteinspots A1 bzw. A2 im Verhéltnis zum internen Standard berechnet. Bei
der BVA-Auswertung (biological variation analysis) werden die Expressionsunterschiede mehrerer Gele
berlcksichtigt. Diese werden mit einem Referenzgel (Master) verglichen, auf dem die meisten
Proteinspots detektiert wurden (modifizierte Abb. aus Ettan DIGE User Manual).

Die Verwendung der DIGE-Technologie stellt eine signifikante Verbesserung der 2-D
Gelelektrophorese dar. Die Fluoreszenz-Farbung ist gegeniber dem Coomassie-Farbstoff
sensitiver und im Vergleich zur Silber-Farbung reproduzierbarer. Der experimentelle Aufwand
wird im Vergleich zur konventionellen 2-DE reduziert, da mehrere Proben auf einem Gel
analysiert werden konnen. Ferner konnen durch den Einsatz eines internen Standards
technische von biologischen Variationen unterschieden werden (Unli et al., 1997; Gorg et al.,
2004; Marouga et al., 2005).
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1.4 Datenqualitat in Proteomanalysen

Vor Uber 10 Jahren wurde das Fachgebiet Proteomics definiert. Viele der verwendeten
Technologien wurden seither weiter bzw. neu entwickelt und in zahlreichen Studien zur
Klarung biologischer Fragestellungen verwendet. In den Proteom-Analysen werden groRe
Datenmengen erzeugt. Die Stringenz, die fur die Erhebung der Daten erforderlich ist, wurde in
einigen Studien suboptimal bericksichtigt, so dass die Aussagekraft einiger Publikationsdaten
ruckwirkend uberprift und/oder validiert werden mussen (Wilkins et al., 2006). Um die Qualitat
der generierten Informationen zu erhéhen, missen in zuklnftigen Studien die Art und Anzahl
der verwendeten Replikate, die Reproduzierbarkeit der Daten sowie das experimentelle
Design besser bericksichtigt werden (Wilkins et al., 2006; Karp & Lilley, 2007). Eine
Bewertung der verwendeten Technologie unter statistischen Aspekten ist sowohl fur das
grundlegende Stoffwechselverstandnis als auch fir darauf basierende Arbeiten von Bedeutung.
Durch den Ansatz des expression profiling auf 2-D Gel-Basis werden mehrere Proben
miteinander verglichen. Das Ziel dieser Proteomstudien ist die Detektion unterschiedlich
exprimierter Stoffwechselproteine. Der Expressionsunterschied zwischen einzelnen Proteinen
dient als Hinweis fir Variationen im Metabolismus. In Abhangigkeit von den Vergleichsproben
und der Analysenmethode wird der detektierte Expressionsunterschied von vielen Parametern
beeinflusst. Hierbei muss unter anderem zwischen technischen und biologischen Variationen

unterschieden werden (Molloy et al., 2003).

Technische und biologische Variationen

Technische Variationen entstehen innerhalb der Methode, die fur die Aufnahme von
Expressionsprofilen verwendet wird. Experimentell wird die technische Variation durch den
mehrfachen Vergleich einer definierten Probe bewertet. Damit handelt es sich bei den 2-D
Gelen derselben Probe um technische Replikate. Alle Expressionsunterschiede, die im
Rahmen dieser Auswertung detektiert werden, sind auf die Analysentechnik und nicht auf real
existierende Unterschiede zurlckzufuhren.

Biologische Variationen umfassen das unterschiedliche Stoffwechselverhalten der Zellen.
Werden im Gegensatz zur technischen Variation mehrere, identisch durchgefuhrte
Experimente mit neuen Vorkulturen analysiert, kann die Biologie der Zelle in der Auswertung
der Daten berucksichtigt werden. Hierdurch wird die Qualitat der generierten Daten erhdht und
die Wahrscheinlichkeit fur Ergebnisartefakte minimiert. Die Bestimmung der absoluten

biologischen Variation ist methodisch nicht moéglich, da die Analyse biologischer Replikate
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stets die technische Variation der Analysenmethode beinhaltet. Somit missen Proben
individuell und voneinander unabhangig hergestellter Experimente fur die Einschatzung der
biologischen inklusive der technischen Variation verwendet werden.

Abhangig von der technischen Variation der Analysenmethode sowie der biologischen
Variation der Zelle, kann durch den Vergleich identischer Proben ein minimal nachweisbarer

Expressionsunterschied (fold change, fc) bestimmt werden.

Fehlerquellen bei der Auswertung und experimentelles Design

Bei der Auswertung der Proteomdaten missen zwei mdgliche Fehlerquellen bertcksichtigt
werden. Zum einen kénnen Expressionsunterschiede detektiert werden, die in der Realitat
nicht existieren. Dabei handelt es sich um falsch-positive bzw. a-Fehler. Zum anderen kénnen
real existierende Expressionsunterschiede nicht detektiert werden. In diesem Fall entstehen
falsch-negative bzw. B-Fehler (Dell et al., 2002). Vor der Analyse von Vergleichsproben sollte
demzufolge eine statistische Versuchsreihe durchgefihrt werden, um signifikante
Expressionunterschiede von Ergebnisartefakten unterscheiden zu kdnnen. Fur die expression
profiling-Analyse sollte darauf aufbauend ein geeignetes Versuchsdesign ausgewahlt werden
(Karp et al., 2007). Hierdurch kann die Qualitdt der generierten Daten erhdht und eine

verlassliche Basis fur Anschlussarbeiten geschaffen werden (3.2.2).

1.5 Das Modellsystem: rekombinante Glukose-Dehydrogenase

Die D-Glukose-(PQQ)-1-oxidoreduktase (Glukose-Dehydrogenase, Gluc-DH, EC 1.1.5.2,
ehemals 1.1.99.17) ist ein Pyrroloquinolinquinon- (PQQ-) abhangiges Enzym, das D-Glukose
zu Glukonolakton oxidiert. In der Diagnostik wird das Enzym fir die Blutzuckermessung
eingesetzt (Kaufmann, 1997; Abb. 6).
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Abb. 6: Reaktionsschema der Blutzucker-Umwandlung.

Die PQQ-abhangige Gluc-DH oxidiert den Blutzucker (B-D-Glukopyranose), der in einem
Mutarotationsgleichgewicht mit a-D-Glukopyranose steht, zu Glukonolakton. Die Glukonolaktonase
wandelt D-Glukono-6-lakton in D-Glukonsaure um (A). Auf dem Glukose-Teststreifen der Roche
Diagnostics GmbH (Accu-Chek®) ist die Oxidation von Glukose durch die Glukose-Dehydrogenase an
einen Mediator geknupft. Dieser wird in Form eines p-Nitrosoanilin-Derivates zugesetzt. PQQ, das bei
der Glukose-Oxidation zu PQQH,; reduziert wird (B), Ubertragt die Elektronen auf den Mediator. Unter
Bildung eines Chinondiimin-Zwischenprodukts wird PQQ regeneriert. Bei der weiteren Umsetzung von
Glukosemolekilen erfolgt die Regeneration von PQQH, indem das Quinondiimin zu Phenylendiamin
reduziert wird. AnschlieBend wird Phenylendiamin zum Quinondiimin (re-)oxidiert, indem Elektronen
abgegeben werden. Diese werden entweder elektrochemisch gemessen oder in einer Farbreaktion auf
den Indikator 2,18-Phosphomolybdat Ubertragen. Dieser wird zu Heteropolyblau reduziert und die
Glukosekonzentration durch eine photometrische Messung berechnet.

Die Gluc-DH ist ein basisches (pl = 9,5) Homodimer (Dokter et al., 1986), das mit einem
Molekiil PQQ und drei Ca®*-lonen pro Monomer katalytisch aktiv ist. Zwei Ca®*-lonen werden
hierbei fiir die Assoziationen der Untereinheiten und ein Ca®*-lon fiir die Bindung an PQQ
bendtigt (Olsthoorn & Duine, 1996; Olsthoorn et al., 1997; Oubrie et al., 1999). Das Monomer
besteht aus 454 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 50 kDa und besitzt eine
Disulfidbriicke (338Cys-345Cys; Dokter et al., 1986). Der Vorteil PQQ-abhangiger Glukose-
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Dehydrogenasen gegenuber Glukose-Oxidasen ist die Sauerstoff-Unabhangigkeit (Olsthoorn
& Duine, 1996). Damit ist eine storungsfreie Uberwachung des Blutzuckers unabhéngig vom
Sauerstoff-Partialdruck gewahrleistet. Die Roche Diagnostics GmbH verwendet fir die
Blutzuckermessung die lésliche, PQQ-abhangige Gluc-DH aus Acinetobacter calcoaceticus
(Cleton-Jansen et al., 1989). Ein Nachteil dieses Enzyms ist sein breites Substratspektrum, so
dass neben Glukose weitere Zucker wie Maltose (105 %), Galaktose (49 %), Laktose (76 %),
Mannose (43 %) und Xylose (43 %) umgesetzt werden (2.5.5). Wie bekannt lassen sich durch
den Austausch einzelner Aminosauren die Eigenschaften von Proteinen beeinflussen. Das
primare Ziel zur Generierung neuer Gluc-DH-Enzymvarianten war die Reduktion der Affinitat
fur Maltose. Diese wurden in einem zielgerichteten Mutagenese-Ansatz (directed evolution)
erzeugt. Die in dieser Arbeit verwendete Enzymvariante unterscheidet sich durch sechs
Substitutions- und eine Insertionsmutation vom Wildtyp-Enzym (Boenitz-Dulat et al., 2007).
Dies betrifft die Aminosauren Asn122Lys, Leu169Phe, Tyr171Gly, Glu245Asp, Met341Val,
Thr348Gly und ins429Pro (s. Anhang). Im Vergleich zur Wildtyp-Gluc-DH wurde hierdurch die
Umsetzung von Maltose auf 3 % gesenkt. Zum einen ist dies auf hydrophobe
AbstoBungskrafte von Aminosaureresten zurlckzuflhren, die das Maltose-Molekll in eine
andere Bindungskonfiguration zwingen. Zum anderen wurde die Konformation der Gluc-DH so
beeinflusst, dass die Bindung des Disaccharids sterisch behindert ist (Roche Diagnostics
GmbH, Penzberg).

Far die rekombinante Expression der Gluc-DH wird das Bakterium Escherichia coli eingesetzt.
Aufgrund der Ausbildung von Disulfid-Brucken wird das Enzym in das Periplasma sekretiert.
Hierfur wird die Signalsequenz des Maltose-Bindeproteins aus Salmonella typhimurium
verwendet (Dahl et al., 1989). Der Expressionsvergleich in sonst isogenen Wirt-/Vektor-
Systemen zeigt, dass die Proteine in unterschiedlichen Mengen exprimiert werden, obwohl sie

sich nur durch wenige Aminosaureaustausche voneinander unterscheiden (3.1).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die rekombinante DNA-Technologie wird in der pharmazeutischen Industrie fur die
biotechnologische Herstellung interessanter Proteine genutzt. Die Optimierung der
Expressionsleistung basiert derzeit auf der Messung einzelner Stoffwechsel-Parameter und
auf Erfahrungswerten, die einzelne Aspekte, nicht jedoch den globalen Zusammenhang der

Zellphysiologie bertcksichtigen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob der
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Ansatz des expression profiling flr die Expressionsoptimierung eines diagnostisch
interessanten Enzyms genutzt werden kann.

Fir die globale Stoffwechselanalyse sollte eine geeignete expression profiling-Methode
ausgewahlt und etabliert werden. Die Studie sollte anhand eines prokaryontischen Wirt-
/Vektor-Systems fur die heterologe Expression der Glukose-Dehydrogenase (Gluc-DH)
durchgefihrt werden. Das Enzym wurde bezlglich der Substratspezifitat fliir den Einsatz in der
Blutzuckermessung optimiert. Die Enzymvariante wird im Vergleich zur Wildtyp-Gluc-DH in
signifikant geringeren Mengen exprimiert, obwohl das gleiche Wirt-/Vektor-System verwendet
wird. Die Expressionsmodelle unterscheiden sich somit nur durch sieben
Aminosaureaustausche im Zielprotein voneinander und sind ansonsten isogen. Mit dem
Ansatz des expression profiling sollten Unterschiede im globalen Stoffwechselverhalten
identifiziert werden, indem Hoch- und Niedrigproduzent miteinander verglichen werden. Die
Analysen sollten in einem ersten Schritt dabei helfen, die unterschiedlichen
Expressionsleistungen zu verstehen. Weiterfilhrend sollten die Erkenntnisse dazu genutzt

werden, die Expression der Enzymvariante auf rationaler Basis zu verbessern.
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2 Material und Methoden

21 Chemikalien und Medienbestandteile

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden in p. a.-Qualitdt von den Firmen
AppliChem (Darmstadt), Bio-Rad (Minchen), Fluka (Neu-Ulm), GE Healthcare (Uppsala,
Schweden), Invitrogen (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Riedel de Haen (Seelze), Roche
Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Die
Medienkomponenten wurden bei den Firmen Becton Dickinson (Sparks, USA) und Merck

(Darmstadt) erworben.

2.2 Puffer, Losungen und Kulturmedien

Alle verwendeten Puffer, Lésungen und Medien wurden, soweit nicht anders angegeben, mit
deionisiertem Wasser hergestellt und vor ihrem Gebrauch sterilfiltriert (0,20 ym Membranfilter,
Sartorius, Gottingen) bzw. autoklaviert (121 °C, 2 bar, 20 min).

Acrylamidgele: 41,7 % (vIv) Rotiophorese Gel 30 (Acrylamid)
04 M Tris-HCI, pH 8,8
0,1 % (v/v) SDS
0,05 % (v/v) Ammoniumpersulfat
0,03 % (v/v) TEMED
Ampicillin: 100 mg/ml Stammldsung, 1000x
Aufschlusspuffer: 20 mM Tris-HCI, pH 8
100 mM CaCl,
Boratpuffer: 50 mM Borsaure
50 mM Tris-HCI, pH 8
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Chloramphenicol:

Denaturierungspuffer:

Equilibrierpuffer:

Fixierlosung:

Glukoselosung:

IPTG:

Kanamycin:

Kochsalzlésung,
physiologisch:

LB-Medium:

Lysispuffer:

34 mg/ml

6M
5mM
100 mM
1 mM

6 M

50 mM

30 % (v/v)

2 % (viv)
0,05 % (w/v)

Stammldsung, 1000x

geldst in Ethanol

Guanidin-HCI
EDTA
Tris-HCI, pH 8
DTT

Harnstoff
Tris-HCI, pH 8,8
Glycerin

SDS

Bromphenolblau

Harnstoff 16sen und eine Stunde mit lonentauscher AG 501-X8
(D) Resin (Bio-Rad, Mlnchen) ruhren. Das Granulat abfiltrieren
und die weiteren Pufferbestandteile zugeben.

10 % (viv)
50 % (v/v)

1M

Essigsaure
Ethanol

Glukose

geldst in 0,2 M Citratlésung, pH 5,8

1M

30 mg/ml

0,9 % (w/v)

15 g/l
5gl/
5gl/

10 mM
4 % (wlv)
2 % (viv)

Stammldsung, 1000x

Stammldsung, 1000x

NaCl

Trypton-Wasser
Hefeextrakt
NacCl

Tris-HCI, pH 8
SDS

B-Mercaptoethanol
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M9-Salze:

Markierungspuffer:

Probenpuffer:

PBSCT:

PBST:

Rehydrierungslosung:

Rekonstitutionslosung:

6 g/l NagHPO4

19/l NH,4CI

3 mgl/l CaCl; x 2 H,O

2 % (viv) Ampholine (GE Healthcare, Uppsala,
Schweden)

2 % (wlv) DTT

geldst in Probenpuffer

7,7M Harnstoff

22M Thioharnstoff
30 mM Tris-HCI, pH 8,5
4 % (wiv) CHAPS

Lésung eine Stunde mit lonentauscher AG 501-X8 (D) Resin
(Bio-Rad, Miinchen) rihren und Granulat abfiltrieren.

1 % (w/v) Crotein C
0,1 % (v/v) Tween 20

geldst in PBS (Roche Diagnostics, Mannheim)

0,05 % (v/v) Tween 20

geldst in PBS (Roche Diagnostics, Mannheim)

0,5 % (v/v) Ampholine (GE Healthcare, Uppsala,
Schweden)
geldst in DeStreak (GE Healthcare, Uppsala, Schweden)

0,0556 mM PQQ

0,05M Hepes, pH 7
15 mM CaCl,

0,1 % (V/v) Triton® X-100
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Renaturierungspuffer:

SB-Medium:

Substratlosung:

TBS:

TBST:

Testpuffer:

Verdrangungslosung:

Verstarkerlosung:

100 mM Tris-HCI, pH 8

5 mM GSH

0,5 mM GSSG

5 mM CaCl,

0,5M L-Arginin

48 g/l Trypton-Wasser
20 g/l Hefeextrakt

5mM NaOH

3 mg/ml 4-Chlor-1-Naphthol

geldst in Methanol

20 mM Tris-HCI, pH 7,4
150 mM NaCl

0,1 % (v/v) Tween 20
geldst in TBS

N-substituiertes 4-Nitrosoanilin (BM 53.0861)

geldst in 0,2 M Citratpuffer, pH 5,8 und 1 mM CaCl,

Die Losung muss bei A =422 nm und einer 1:20 Verdinnung mit
0,2 M Citratpuffer eine Absorption von 0,80 aufweisen (Beckman
Coulter DU 7400).

04 M Tris-HCI, pH 8,8

50 % (v/v) Glycerin

0,05 % (w/v) Bromphenolblau

15 mg/ml Dimethylphenyldiamin

geldst in Acetonitril
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2.3

Bakterien, Plasmide und Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstdmme, Plasmide und Oligonukleotide sind in den

Tabellen 3, 4 bzw. 5 aufgeflhrt. Die Synthese der Oligonukleotide wurde bei den Firmen

Microsynth (Balgach, Schweiz) oder Metabion (Minchen) in Auftrag gegeben.

Tab. 3: Ubersicht der verwendeten Bakterienstamme.

Stamm

Genotyp

Quelle

E. coli XL1Blue

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17

SupE44 relA1 lac [F’ proAB lacl"ZAM15
Tn10 (Tet')]

E. coli KS474

F- AlacX74 galE galK thi rpsL (strA)

phoA (pvull) degP::kan"

Tab. 4: Ubersicht der verwendeten Vektoren und Plasmide.

Stratagene, Heidelberg

Strauch et al., 1989

Vektor

genetische Marker

Quelle

pACYC Duet-1
pBAD202/D-TOPO
pBAD-p15A

pBluescript Il KS (+)

p15A Pr; lac/ CmR
pUC Pgap araC Kan®
p15A Pgap araC CmR

pUC Py lacZ f1(+) AmpR

Novagen, Madison, USA
Invitrogen, Karlsruhe
diese Arbeit

Stratagene, Heidelberg

pQESOL ColE1 Pys lacl® AmpR Qiagen, Hilden

pQESOL-p15A p15A P15 lacl® AmpR diese Arbeit

pQE8OL-pUC pUC P15 lacl* Amp® diese Arbeit

Plasmid genetische Marker Quelle

pBAD202/D-TOPO-oppA  pBAD202/D-TOPO-Vektor mit 1,65  diese Arbeit
kb Ncol-/Sacl-Fragment von oppA

pBAD-p15A-0ppA pBAD-p15A-Vektor mit 1,65 kb Ncol- diese Arbeit
/Sacl-Fragment von oppA

pQEB8OL-p15A-Var pQEB8O0L-p15A-Vektor mit 1,47 kb diese Arbeit

BamHI-/EcoRI-Fragment der Gluc-
DH Enzymvariante
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Tab. 4 (Fortsetzung)

Plasmid

genetische Marker

Quelle

pQE8OL-pUC-Var

pQE8OL-Var

pQE8OL-Var X

pQEB8OL-Var-dxs

pQEB8OL-pUC-Vektor mit 1,47 kb
BamHI-/EcoRI-Fragment der Gluc-
DH Enzymvariante

pQEB8OL-Vektor mit 1,47 kb BamHI-
/EcoRI-Fragment der Gluc-DH
Enzymvariante

pQEB8OL-Vektor mit 1,47 kb BamHI-
/EcoRI-Fragment einer Gluc-DH
Enzymvariante X

pQES8OL-Var-Plasmid mit 118 bp
Pstl-Fragment des Kalibratorgens
dxs

diese Arbeit

Roche Diagnostics,
Penzberg

Roche Diagnostics,
Penzberg

diese Arbeit

pQE8OL-WT pQEB8OL-Vektor mit 1,46 kb BamHI-  Roche Diagnostics,
/{EcoRI-Fragment der Wildtyp Gluc- Penzberg
DH
Tab. 5: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide.
Name Sequenz (5’-3’) Verwendung Quelle
amp-fw-not GAGCGGCCGCGGTCTGACAGTTAC PCR diese Arbeit
CAATGC
bla-fw CTACGATACGGGAGGGCTTA QPCR Lee et al.,
2006a
bla-rev ATAAATCTGGAGCCGGTGAG QPCR Lee et al.,
2006a
dxs-fw CGAGAAACTGGCGATCCTTA PCR, QPCR Lee et al.,
2006a
dxs-rev CTTCATCAAGCGGTTTCACA QPCR Lee et al.,
2006a
dxs-rev-pst GATCCTGCAGCTTCATCAAGCGGTT PCR diese Arbeit
TCACA
lacl-rev-spe GAACTAGTAGGGTGGTGAATGTGAA PCR diese Arbeit
ACC
oppA-fw-nco GATCGACCATGGATGACCAACATCA PCR diese Arbeit

C
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Tab. 5 (Fortsetzung)

Name Sequenz (5’-3’) Verwendung Quelle

oppA-rev-sac GATCGAGCTCTTATCAGTGCTTCAC PCR diese Arbeit
AATGTA

oppA-Mut-fw CGATCGGCATGCTGTTATTCGTCAT Mutagenese diese Arbeit
GTCGATTTCACCACTAC

oppA-Mut-rev GTAGTGGTGAAATCGACATGACGAA Mutagenese diese Arbeit
TAACAGCATGCCGATCG

p15A-fw-spe GAACTAGTCCGGACATCAGCGCTA PCR diese Arbeit
GCGG

p15A-rev-not GAGCGGCCGCCATGAGAATTACAA PCR diese Arbeit
CTTATA

pUC-fw-spe GAACTAGTGAAAGAACATGTGAGCA PCR diese Arbeit
AAAG

pUC-rev-not GAGCGGCCGCCAGACCCCGTAGAA PCR diese Arbeit
AAGATC

var-Mut-fw CGGAAATCCAGTCCAAAAAGATGAT Mutagenese diese Arbeit
GGCTCAGTAAC

var-Mut-rev GTTACTGAGCCATCATCTTTTTGGA  Mutagenese diese Arbeit
CTGGATTTCCG

24 Kultivierung von Bakterien

E. coli-Zellen wurden bis zu einem Volumen von 4 ml in LB-Medium bei 37 °C und 250 Upm
(Infors HT Inkubator) kultiviert. Als Inokulum wurde eine Einzelkolonie oder eine Glycerinkultur
verwendet, welche zuvor aus einer Einzelkolonie hergestellt wurde. Die Kultivierung
plasmidtragender Stamme erfolgte unter entsprechendem Antibiotika-Selektionsdruck.
Kulturen mit mindestens 16 h Inkubationsdauer wurden als Ubernachtkulturen (UK) bezeichnet.
Kultivierungen bis zu einem Volumen von 20 ml erfolgten entweder in LB-Medium oder in SB-
Medium, welches mit M9-Salzen, 0,4 % (w/v) Glukose und entsprechenden Antibiotika versetzt
wurde. Als Inokulum diente 0,1 ODgo einer UK. Die Hauptkultur wurde bei 37 °C und 250 Upm

(Infors HT Minitron Schuttler) in einem 100 ml Erlenmeyerkolben inkubiert.
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Kultivierungen, die im Rahmen der Aufnahme von Expressionsprofilen und der
Expressionsoptimierung durchgeflihrt wurden, erfolgten bei analoger
Medienzusammensetzung und Temperatur im 400 ml Mafstab. Hierfir wurden 2000 ml 1-
Schikanen-Erlenmeyerkolben bei einer Schittlergeschwindigkeit von 150 Upm (Infors HT
Minitron Schittler) verwendet.

Die Induktion der rekombinanten Proteinexpression erfolgte fir die pQE80L-Plasmide (Tab. 4)
bei einer ODgy von 1,2 bis 1,4 durch 1 mM IPTG. Bei Coexpression mit dem pBAD-p15A-

oppA Plasmid (Tab. 4) wurden die Kulturen zusatzlich mit 0,5 % (w/v) L-Arabinose induziert.

Alle Zelldichten wurden mit einem Spektralphotometer (Beckman Coulter DU 7400) bei einer
Wellenldnge von 600 nm bestimmt und auf ein Volumen von 1 ml bezogen (ODggo). Zur
Herstellung von Dauerkulturen (Gefrierkulturen) wurden Zellen aus der logarithmischen

Wachstumsphase mit 15 % (v/v) Glycerin versetzt und bei -80 °C gelagert.

2.5 Proteinchemische Methoden

2.51 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden nach der Methode von Bradford (1976) unter Verwendung des
Bio-Rad Protein Assays photometrisch bestimmt (Beckman Coulter DU 7400). Als
Referenzsubstanz diente Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin, BSA). Alle
Proteinkonzentrationen wurden als Doppel-, im Falle der Probenvorbereitung fur die 2-D Gele

als Dreifachbestimmungen getestet.

2.5.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung von Proteinen entsprechend ihres Molekulargewichts erfolgte mit NUPAGE®
Novex® 10 % Bis Tris Mini-Gelen (Invitrogen, Karlsruhe). Zur Gewinnung von
Ganzzellextrakten wurden die Zellen in Lysispuffer (2.2) aufgenommen. Die
Probenvorbereitung erfolgte durch 10 min Inkubation bei 95 °C in NUPAGE® LDS Running
Buffer (Invitrogen, Karlsruhe). AnschlieBend wurden die Proteine unter Verwendung des
NuPAGE® MES SDS Running Buffers (Invitrogen, Karlsruhe) in der XCellSureLock

Gelapparatur (Invitrogen, Karlsruhe) bei 200 V fur 35 min getrennt (Invitrogen Power Ease
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500). Als molekularer GroRenstandard wurden 10 pl MultiMark® bzw. 10 pl Novex® Sharp
Protein Standard eingesetzt (Invitrogen, Karlsruhe). Die Proteine wurden mit SimplyBlue™

SafeStain gefarbt (Invitrogen, Karlsruhe).

253 Western Blot

Zum Antikérper-basierten Nachweis wurden die Proteine nach der SDS-PAGE entweder mit
dem XCell II™ Blot Module oder mit dem iBlot™-System auf Membranen Ubertragen (Invitrogen,
Karlsruhe). Bei Verwendung des XCell [I™ Blot Moduls wurde die PVDF-Membran (Invitrogen,
Karlsruhe) fir 15 min in Ethanol aktiviert und die Proteine anschlieRend mit Boratpuffer (2.2)
fur 1 h bei 25 V Ubertragen. Die Proteinibertragung mittels iBlot™ erfolgte auf Nitrocellulose-
Membranen (Invitrogen, Karlsruhe) fur 5 min bei 20 V.

Die Membranen wurden anschlielend mit 5 % (w/v) Membrane Blocking Agent (GE
Healthcare UK Limited) in TBST (2.2) fur 1 h bei RT inkubiert. Nach dem Waschen mit TBST
wurden die Proteine fir 1 h mit dem ersten Antikérper inkubiert. Hierfir wurde PAK<Gluc-
DH>K-IgG (2.5.4) 1:70000 in TBST verdunnt. Nach der Inkubation wurde die Membran erneut
mit TBST gewaschen. Als Detektionsantikbrper wurde <Kaninchen>lgG-POD (Sigma,
Deisenhofen) verwendet. Dieser wurde 1:45000 in TBST verdunnt und fur 1 h bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran 2x mit TBST und 1x mit TBS (2.2) gewaschen. Die
Detektion erfolgte in 25 ml TBS, 5 ml Substratldsung, 15 uyl 30 % (v/v) H,O, und 15 pl

Verstarkerlosung (2.2) far 15 min.

254 ELISA

Testprinzip

Fir die Quantifizierung der Gluc-DH wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Sandwich-ELISA
etabliert. Abb. 7 verdeutlicht dessen Aufbau.
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)/sir <Dig>POD
PAK<Gluc-DH>K-IgG-Dig(XOSu) ~———

A
@) Gluc-DH
1

PAK<Gluc-DH>K-IgG-Bi(DDS) -

SA-MT

Abb. 7: Testprinzip des Gluc-DH ELISA.

Eine mit Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatte (SA-MT) wurde mit dem ersten, biotinylierten
Fangantikorper (PAK<Gluc-DH>K-IgG-Bi(DDS)) inkubiert. Nach Inkubation mit dem Probenmaterial
(Gluc-DH) wurde der zweite, digoxygenylierte Antikdrper (PAK<Gluc-DH>K-IgG-Dig(XOSu)) an das
Antigen gekoppelt. Durch den Auftrag des Anti-Digoxygenin-POD-Konjugates (<Dig>POD) und durch
Zugabe des Substrates ABTS wurde die Detektionsreaktion gestartet.

Herstellung der markierten Antikérper

Als Ausgangsmaterial fur die Biotinylierung und Digoxygenylierung Gluc-DH spezifischer
Antikérper diente Kaninchen-Rohserum (PAK<Gluc-DH>K-RS, Roche Diagnostics, Penzberg).
Fir die IgG-Isolierung wurde eine Caprylsaure- und Ammoniumsulfat-Fallung durchgefihrt.
Die Abtrennung von Albumin erfolgte durch die Zugabe von 25 pl Caprylsdure pro ml
Rohserum. Die Fallung wurde bei pH 4 und RT fur 30 min durchgefiihrt und das gefallte
Albumin mittels Zentrifugation entfernt. Anschlielend wurde IgG mit 2 M Ammoniumsulfat fur
30 min bei RT und pH 7 gefallt. Die unldsliche Fraktion wurde in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer,
pH 8,5 aufgenommen und Utber Nacht bei 4 °C dialysiert. Das erhaltene PAK<Gluc-DH>K-IgG
wurde fur die Western Blots (2.5.3) und als Ausgangsmaterial fur die Bi- und
Digoxygenylierung verwendet.

Die Biotinylierung von PAK<Gluc-DH>K-IgG wurde im Verhaltnis 1:10 (IgG:Bi(DDS)), die
Digoxygenylierung im Verhaltnis 1:3,5 (IgG:Dig(XOSu)) durchgefuhrt. Biotin (Bi(DDS)) bzw.
Digoxygenin (Dig(XOSu)) wurden zuvor in DMSO geldst. Die Kopplungsreaktion wurde fur 60
min bei RT durchgefiihrt und durch die Zugabe von 1 M Lysin gestoppt. Die Ansatze wurden
mittels Gelfiltration (Superdex 200 HR 200 10/30, GE Healthcare) gereinigt und die
Konzentration der Proben photometrisch bei 2. = 280 nm bestimmt (UVikon® 710, Fa. Kontron).

Die bi- und digoxygenylierten Antikdrper wurden mit 6,5 % (w/v) Saccharose stabilisiert.
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Durchfiihrung
Fir den Gluc-DH ELISA wurde eine mit Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatte (StreptaWell

High Bind, Roche Diagnostics, Mannheim) verwendet und mit dem Fangantikbrper PAK<Gluc-
DH>K-IgG-Bi(DDS) versetzt. Der Antikbrper wurde auf eine Konzentration von 0,6 pg/ml mit
PBSCT (2.2) verdinnt und unter Schatteln fur 1 h inkubiert. Nach einem Waschschritt mit
PBST (2.2) wurden Proben mit Gluc-DH-Konzentrationen zwischen 0 und 13 ng/ml
aufgetragen. Als Referenzsubstanz diente gereinigtes Wildtyp-Enzym. Fur die Analyse von
Zelllysaten wurden ganze Zellen in Probenpuffer (2.2) aufgenommen und mittels Ultraschall
(Sonics VibraCell) bei 90 W und 1 min Gesamtpulszeit aufgeschlossen. Zelltrimmer wurden
durch Zentrifugation entfernt, die l8sliche Fraktion in PBSCT verdinnt und fir den ELISA
verwendet. Nach einem weiteren Waschschritt mit PBST, wurde der zweite Antikérper
PAK<Gluc-DH>K-IgG-Dig(XOSu) in PBSCT mit einer Konzentration von 0,6 ug/ml aufgetragen.
Nach einstundiger Inkubation wurde erneut mit PBST gewaschen. Fur die Detektion wurde
<Dig>POD in Konjugat-Puffer (Roche Diagnostics, Mannheim) zu 50 mU/ml gel6st und fir 1 h
inkubiert. Durch Zugabe von ABTS (Roche Diagnostics, Mannheim) wurde die
Detektionsreaktion gestartet. Die Absorptionswerte wurden nach 15 min bei einer Wellenlange
von A = 405 nm (Referenzwellenlange A = 495 nm, Tecan Sunrise ELISA Reader, Magellan

4.0 Software) gemessen. Alle Arbeitsschritte wurden bei RT durchgefihrt.

255 Bestimmung der Enzymaktivitat

Zur Bestimmung der Gluc-DH-Enzymaktivitat wurden 12 ml Kultur zentrifugiert, die Biomasse
in 4 ml Aufschlusspuffer (2.2) resuspendiert und die Zellen bei 1,5 kbar aufgeschlossen (Cell
Disruption Equipment, IUL Instruments). Fir die Analyse wurde entweder das
Gesamtzellextrakt, die l6sliche Fraktion nach Zellaufschluss sowie de- oder renaturierte
Proteinlésung verwendet. Zur Aktivierung des Enzyms wurde die Probe 1:20 in
Rekonstitutionslésung (2.2) verdunnt und fir 30 min bei RT inkubiert. 50 pl Probe wurden mit 1
ml Testpuffer (2.2) und 33 pl Glukoseldsung (2.2) gemischt. Die Enzymkinetik wurde bei einer
Wellenlange von A = 620 nm (Beckman Coulter DU 7400) und einer Temperatur von 25 °C fur
3 min photometrisch bestimmt. Die Enzymaktivitdt wurde unter Bericksichtigung der
entsprechenden Verdinnungsfaktoren aus der Absorptionsanderung/min in U/l kalkuliert. Als
Referenz diente gereinigtes Wildtyp-Enzym.

Der Vergleich der Substratspezifitaten (1.5) wurde von Mitarbeitern der Roche Diagnostics

GmbH durchgefuhrt. Hierfir wurde gereinigte Glukose-Dehydrogenase verwendet und unter
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identischen Reaktionsbedingungen mit den aquimolaren Mengen alternativer Zucker

untersucht.

2.5.6 2-D Gelelektrophorese

Die Aufnahme von Expressionsprofilen erfolgte auf Basis von 2-D Gelen. Hierfur wurden E.
coli Schuttelkulturen zu verschiedenen Kaultivierungszeitpunkten analysiert (3.1.4). Die
entsprechenden Proben wurden zentrifugiert und die Biomassen von je 30 ODggo bei -20 °C

gelagert. Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Arbeiten auf Eis durchgefihrt.

Probenvorbereitung

Die Biomassen wurden mit 2 ml 0,1 M Tris-HCI, pH 8 gewaschen und nach Zentrifugation in 1
ml Probenpuffer (2.2) aufgenommen. Der Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall bei 90 W
und 1 min Gesamtpulszeit (Sonics VibraCell). Die Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation
von der |l6slichen Fraktion getrennt. Anschlielend wurde die Konzentration des
Gesamtproteins nach Bradford bestimmt (2.5.1).

Wurden analytische Gele fir die Aufnahme von Expressionsprofilen hergestellt, sind
insgesamt 150 pg Protein vor der Trennung zu jeweils gleichen Teilen mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert worden. Hierfir wurden die Farbstoffe Cy™2, Cy™3 und Cy™5
(CyDye DIGE Fluor minimal dyes, GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Bucks/UK) verwendet
und laut Herstellerangaben in DMF rekonstituiert. Fur die Markierungsreaktion wurde jeweils 6
pmol Farbstoff pro ug Protein verwendet. Nach 30 min Inkubation wurde die Reaktion mit 10
mM Lysin gestoppt. Nach der Zugabe des aquivalenten Volumens Markierungspuffer (2.2)

wurden die Proben fur die isoelektrische Fokussierung (IEF) eingesetzt.

Proteintrennung

Um die Proteine in der ersten Dimension nach ihrem isoelektrischen Punkt zu trennen, wurden
Immobiline DryStrips von 18 cm Lange mit einem immobilisierten pH-Gradienten (IPG) von 3 -
10 (nicht linear, NL) verwendet (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Bucks/UK). Diese wurden
fur 16 h mit jeweils 350 yl Rehydrierungslésung (2.2) aktiviert. AnschlieRend wurden die IPG-
Streifen mit 150 yg E. coli Zelllysat per anodischem Probenauftrag beladen und die Proteine
mit insgesamt 34,2 kVh nach folgendem Protokoll getrennt (Tab. 6; Ettan IPGphor Il IEF Unit,
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Bucks/UK).
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Tab. 6: Protokoll fur die isoelektrische Fokussierung (IEF).

Spannung [V] Zeit [h] Steigung
150 3 Stufe
300 3 Stufe

1000 6 Gradient

8000 2 Gradient
8000 2,5 Stufe

Nach der Fokussierung wurden die Proteine fur 15 min bei RT in Equilibrierpuffer (2.2) mit
0,5 % (w/v) DTT reduziert. Die anschlieliende Alkylierung erfolgte mit 4,4 % (v/v) lodacetamid.
Um die Proteine in der zweiten Dimension nach ihrem Molekulargewicht zu trennen, wurden
12,5 % (v/iv) Acrylamidgele hergestellt. Hierfir wurden alle notwendigen Komponenten
gemischt (2.2) und die Losung in eine Gelkassette Uberfuhrt (Ettan DALT Gel Caster, GE
Healthcare, Chalfont St. Giles, Bucks/UK). Die GieRapparatur wurde anschlielend mit
Verdrangungslosung (2.2) unterschichtet und die Oberflache der Gele mit wassergesattigtem
Butanol Uberschichtet. Nach 6 h Polymerisation bei RT wurden die Gele fur die SDS-PAGE
eingesetzt. Mittels 0,5 % (w/v) Agaroseldsung wurden die IEF-Streifen in den Gelkassetten
fixiert. Die Trennung der Proteine wurde bei 25 °C fur 30 min und 8 W pro Gel und fur weitere
5 h 30 min bei 15 W pro Gel durchgeflihrt (Ettan DALTtwelve Elektrophorese-Einheit, GE
Healthcare, Chalfont St. Giles, Bucks/UK; TGS-Puffer, Bio-Rad, Munchen).

Wurden die Proteine mittels DIGE-System analysiert, konnten die Gele direkt fur die Messung
im Fluoreszenz-Scanner eingesetzt werden. Im Rahmen der Methodenetablierung wurden die
Proteine vor der Bildanalyse fur 1 h in Fixierldésung (2.2) gelegt und anschlieRend mit

Coomassie (Colloidal Blue Staining Kit, Invitrogen, Karlsruhe) Gber Nacht gefarbt.

Bildanalyse

Coomassie-Gele wurden mit dem Image Scanner und dem LabScan-Programm (GE
Healthcare, Chalfont St. Giles, Bucks/UK) analysiert. Die DIGE-Gelbilder wurden mit einem
Fluoreszenz-Scanner (Typhoon Variable Mode Imager, GE Healthcare, Chalfont St. Giles,
Bucks/UK) aufgenommen und mit der DeCyder™ Differential Analysis Software (Version 6.5,
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Bucks/UK) ausgewertet.
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2.5.7 Massenspektrometrische Analyse

Fir die Identifizierung der Proteine wurden praparative 2-D Gele mit einer Proteinbeladung
von insgesamt 600 pug hergestellt. 150 pg des Probenmaterials wurden mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert (2.5.6) und anschlieRend mit 450 ug nicht markiertem Protein
gemischt. Nach der 2-D Gelelektrophorese (2.5.6) wurden die Fluoreszenzbilder
aufgenommen, die Gele 1 h in Fixierldsung (2.2) inkubiert und die Proteine anschlielRend mit
Coomassie (Colloidal Blue Staining Kit, Invitrogen, Karlsruhe) gefarbt.

Die MALDI-TOF Analyse wurde nach der Methode von Berndt et al. (1999) und Jiang et al.
(2003) sowie mit Modifikationen nach RoeRler et al. (2005) durchgefihrt.

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Standard-PCR

Alle Standard-PCRs wurden unter Verwendung von jeweils 0,2 mM dNTPs (Roche
Diagnostics, Mannheim), jeweils 1 mM Oligonukleotiden (Tab. 5), 10 bis 100 ng DNA-Matrize
und einem der Polymerase entsprechenden Reaktionspuffer mit 1,5 mM MgCl, durchgefuhrt.
Fir Kontroll-PCRs mit Bakterienkolonien wurde die Taqg-Polymerase (Roche Diagnostics,
Mannheim) eingesetzt. Hierfur wurde eine Kolonie in 20 pl sterilem Wasser aufgenommen.
Von dieser Suspension wurden 5 pl fur die PCR verwendet. Fir alle anderen PCRs wurde das
Expand High Fidelity Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) verwendet.

Die PCR wurde im GeneAmp PCR System 2400 (Applied Biosystems, Foster City, CA/USA)

nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:

95°C - b5min

95°C - 30sek

Ta - 30 sek } 25-35x
72°C - 1 kb/min

72 °C - 7 min

Die Annealingtemperatur (T,) wurde mit der Clone Manager Software (Version 5.2, Scientific &

Educational Software) berechnet.
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Die PCR-Produkte wurden entweder mit Hilfe des PCR Product Purification Kits (Roche
Diagnostics, Mannheim) oder mit dem MinElute PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) gereinigt.

Mutagenese-PCR

Traten in der Sequenz amplifizierter DNA unerwiinschte Mutationen auf, wurden diese mit
einer Mutagenese-PCR korrigiert. Hierfiir wurde das QuickChange® Site-Directed Mutagenesis
Kit (Stratagene, Heidelberg) verwendet. Die PCR wurde unter Verwendung der
entsprechenden Oligonukleotide (Tab. 5) nach dem Herstellerprotokoll fir Punktmutationen
durchgefuhrt. Das PCR-Produkt wurde im Anschluss direkt flr die Transformation von E. coli
XL1Blue-Zellen verwendet (2.6.8).

2.6.2 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde von der Firma Sequiserve (Vaterstetten) durchgefihrt.
Soll- und Ist-Sequenzen wurden mit Hilfe der Clone Manager Software (Version 5.2)

verglichen.

2.6.3 DNA-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Trennung von DNA wurde in 0,8 bis 1,2 % (w/v) Agarosegelen mit TBE-
Puffer (Roche Diagnostics, Mannheim) und dem PowerPac Basic™ (Bio-Rad, Milnchen)
durchgefiihrt. Die DNA wurde entweder mit Ethidiumbromid oder mit SYBR® Safe DNA Gel
Stain (Invitrogen, Karlsruhe) gefarbt. Als Langenstandard wurde der ,DNA molecular weight
marker X (Roche Diagnostics, Mannheim) oder die ,1 kb DNA Ladder* (NEB, Schwalbach)

verwendet. Fir die Geldokumentation wurde das ,UV Systeme*® (Intas, Goéttingen) verwendet.

264 Isolierung von DNA

Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA aus E. coli wurde durch die Verwendung des High Pure Plasmid Isolation Kit
(Roche Diagnostics, Mannheim) oder des QIAGEN Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden) laut

Herstellerangaben isoliert.
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Isolierung von Gesamt-DNA

Fir die Isolierung von Gesamt-DNA aus E. coli wurde das QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen,

Hilden) nach Herstellerangaben verwendet.

Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Nach der elektrophoretischen Trennung der DNA (2.6.3) wurde diese mit einem Skalpell aus
dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)
nach den Angaben des Herstellers extrahiert. Die Effizienz der DNA-Isolierungen wurde stets

durch eine Agarosegelelektrophorese tberprift.

2.6.5 DNA-Konzentrationsbestimmung

DNA-Konzentrationen wurden bei einer Wellenlange von A = 260 nm photometrisch gemessen
(Beckman Coulter DU 7400). Unter der Vorgabe, dass 1 ODys einer DNA-Konzentration von
50 wug/ml entspricht, wurden die entsprechenden Konzentrationen berechnet. Der
Reinheitsgrad der isolierten DNA wurde aus dem Quotienten OD2g/OD5g9 bestimmt und mit =

1,8 als rein bewertet.

2.6.6 Durchfiihrung von DNA-Modifikationen

Hydrolyse von Nukleinséduren

Fir die Hydrolyse von DNA wurden Enzyme der Firmen Roche Diagnostics (Mannheim) und
NEB (Schwalbach) verwendet. Pro yg DNA wurden 1 - § U Restriktionsendonuklease
eingesetzt. Die Wahl des Restriktionspuffers und der Inkubationsbedingungen erfolgte nach

den Angaben des Herstellers.

Dephosphorylierung
Zur Dephosphorylierung von Vektor-DNA wurde die Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP,

Roche Diagnostics, Mannheim) laut Herstellerangaben verwendet.
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Ligation

Die Ligation von DNA wurde mit Hilfe des Rapid DNA Ligation Kits (Roche Diagnostics,

Mannheim) nach den Angaben des Herstellers durchgeflihrt.

2.6.7 Herstellung von Kalibrations- und Expressionsvektoren

2.6.7.1 Konstruktion von pQES80L-Var-dxs

Das Kalibratorplasmid flr die Bestimmung der Plasmidkopienzahl (2.6.9) wurde auf Basis des
Expressionsvektors pQE80OL-Var hergestellt. Hierfiir wurde ein Abschnitt des 1-Deoxyxylulose-
5-phosphat-Synthase-Gens aus genomischer DNA (2.6.4) mit den Primern dxs-fw und dxs-
rev-pst (Tab. 5) amplifiziert (2.6.1) und Uber Pstl- und Smal-Restriktionsschnittstellen in den
Vektor ligiert (2.6.6). AnschlieRend wurde E. coli XL1Blue mit dem Ligationsprodukt
transformiert (2.6.8). Um DNA-Material fir die Kalibrationskurven zu erhalten, wurde eine
Plasmid-Isolierung (2.6.4) durchgefuhrt und die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt
(2.6.5). Die Sequenzanalyse (2.6.2) zeigte keine Mutationen in den zu amplifizierenden DNA-

Abschnitten (Daten nicht gezeigt).

2.6.7.2 Konstruktion von pQESOL-pUC-Var

Fir die Eréhung der Plasmidkopienzahl (3.4.1.2) wurde der Expressionsvektor pQE80L-pUC-
Var hergestellt. Hierfir wurde das pQE80OL-Var Plasmid (Tab. 4) mit den Oligonukleotiden
amp-fw-not und lacl-rev-spe (Tab. 5) mittels PCR amplifiziert (2.6.1). Die DNA-Sequenz des
pUC-oris wurde aus dem Vektor pBSK(+) (Tab. 4) mit den Oligonukleotiden pUC-rev-not und
pUC-fw-spe (Tab. 5) generiert. Die Ansatze wurden gereinigt (2.6.4) und mit den
Restriktionsenzymen Notl und Spel inkubiert (2.6.6). Der Vektor wurde mittels alkalischer
Phosphatase dephosphoryliert und anschlieBend mit dem pUC-Replikationsursprung ligiert
(2.6.6). Nach der Transformation von E. coli XL1Blue (2.6.8) wurde das Plasmid pQES80L-Var-
pUC isoliert (2.6.4). Durch eine Kontroll-Restriktion mit Hpal (2.6.6) wurde die richtige GroRe
des neuen Vektorkonstrukts nachgewiesen. Die anschlieBende DNA-Sequenzierung (2.6.2)

zeigte die korrekte Basenzusammensetzung der Gluc-DH Enzymvariante (Daten nicht gezeigt).
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2.6.7.3 Konstruktion von pQE8OL-p15A-Var

Um die Plasmidkopienzahl zu reduzieren (3.4.2.1), wurde der ColE1-ori im pQEB8OL-Vektor
(Tab. 4) gegen einen p15A-Replikationsursprung ausgetauscht. Hierfur wurde das pQES8O0L-
Var Plasmid (Tab. 4) in einer PCR (2.6.1) unter Verwendung der Oligonukleotide amp-fw-not
und lacl-rev-spe (Tab. 5) amplifiziert. Die DNA-Sequenz des p15A-ori wurde in einer weiteren
PCR (2.6.1) aus dem Vektorkonstrukt pBAD-p15A-oppA (Tab. 4) mittels p15A-rev-not und
p15A-fw-spe (Tab. 5) gewonnen. Nach der Reinigung der PCR-Produkte (2.6.4) und deren
Hydrolyse mit den Enzymen Notl und Spel, wurde der Vektor dephosphoryliert (2.6.6). Im
Anschluss wurden die beiden Konstrukte ligiert (2.6.6) und E. coli XL1Blue-Zellen transformiert
(2.6.8). Das Plasmid pQE80L-Var-p15A wurde isoliert (2.6.4) und mittels Hpal-Restriktion
(2.6.6) Uberpruft. Die Sequenzanalyse (2.6.2) zeigte eine Mutation im Gluc-DH Gen. Diese
konnte durch eine Mutagenese-PCR (2.6.1) mit den Oligonukleotiden var-Mut-fw und var-Mut-

rev (Tab. 5) erfolgreich eliminiert werden (Daten nicht gezeigt).

2.6.7.4 Konstruktion von pBAD-p15A-oppA

Fur die Coexpression des periplasmatischen Substratbindeproteins OppA wurde das Plasmid
pBAD-p15A-oppA hergestellt (Abb. 23). Hierfir wurde der Vektor pBAD202/D-TOPO (Tab. 4)
als Grundlage verwendet, mit den Restriktionsenzymen Ncol und Sacl inkubiert (2.6.6) und
anschlieRend gereinigt (2.6.4). Die DNA-Sequenz von oppA wurde mit den Oligonukleotiden
oppA-fw-nco und oppA-rev-sac (Tab. 5) aus genomischer DNA (2.6.4) mittels PCR amplifiziert
(2.6.1). Das PCR-Produkt wurde gereinigt (2.6.4) und mit den Restriktionsenzymen Ncol und
Sacl inkubiert (2.6.6). AnschlieRend wurde dieses mit dem restringierten Vektor pBAD202/D-
TOPO (Tab. 4) ligiert (2.6.6). Das Ligationsprodukt pBAD202/D-TOPO-oppA (Tab. 4) wurde im
Anschluss fir die Transformation von E. coli XL1Blue verwendet (2.6.8). Das Plasmid wurde
isoliert (2.6.4) und durch Hydrolyse mit EcoRV (2.6.6) charakterisiert (Daten nicht gezeigt).

Der pUC-Replikationsursprung des pBAD202/D-TOPO-Vektors (Tab. 4) ist zum ColE1-ori der
pQES8OL-Plasmide (Tab. 4) nicht kompatibel. Daher wurde der Replikationsursprung gegen
einen p15A-ori ausgetauscht. Dieser wurde aus pACYC Duet-1 (Tab. 4) gewonnen, indem der
Vektor mit den Restriktionsendonukleasen Hpal und Ndel inkubiert wurde (2.6.6). Das
Zwischenprodukt pBAD202/D-TOPO-oppA wurde mit den Enzymen Pmel und Ndel
hydrolysiert (2.6.6). Nach lIsolierung der Produkte (2.6.4), wurde das DNA-Fragment aus
pACYC Duet-1 dephosphoryliert (2.6.6) und mit Hilfe des PCR Product Purification Kits (Roche
Diagnostics, Mannheim) gereinigt. AnschlieRend wurden beide DNA-Stucke ligiert (2.6.6) und
zur Transformation von E. coli XL1Blue verwendet (2.6.8).
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Das Plasmid pBAD-p15A-oppA (Tab. 4) wurde isoliert (2.6.4) und die Plasmidgrofie mit den
Restriktionsenzymen Nrul, Pvul und Xbal kontrolliert (2.6.6). Die DNA-Sequenzierung (2.6.2)
zeigte funf Abweichungen von der Sollsequenz (Daten nicht gezeigt). Drei Mutationen lagen
aullerhalb der Strukturgene bzw. hatten auf die Replikation und das Zellwachstum keinen
Einfluss. Zwei Mutationen lagen innerhalb des oppA-Gens. Wahrend der Austausch von
N271Y auch in den Datenbanken der Sollsequenzen nicht eindeutig beschrieben ist, wurde mit
T1901 eine kritische Punktmutation identifiziert. Diese wurde durch eine Mutagenese-PCR
(2.6.1) mit den Oligonukleotiden oppA-Mut-fw und oppA-Mut-rev (Tab. 5) erfolgreich entfernt
(Daten nicht gezeigt).

2.6.8 Transformation von Bakterien

Fir die Transformation von superkompetenten E. coli XL1Blue (Stratagene, Heidelberg)
wurden 50 pl kompetente Zellen mit 0,85 ul R-Mercaptoethanol und 10 pl Ligationsansatz fir
30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42 °C fir 45 sek wurden die Zellen fir 2
min auf Eis gekihlt. AnschlieBend wurde der Transformationsansatz in 450 yl SOC-Medium
(Invitrogen, Karlsruhe) aufgenommen und fur 1 h bei 37 °C und 250 Upm kultiviert (Infors HT
Inkubator).

50 bis 200 pl transformierte Zellen wurden auf LB-Agarplatten (LB-Agar Miller, Merck,
Darmstadt) unter Verwendung des entsprechenden Selektionsantibiotikums Gber Nacht bei

37 °C inkubiert (Heraeus, Thermo Electron Corporation).

269 Plasmidkopienzahlbestimmung

Die Bestimmung der Plasmidkopienzahl erfolgte nach der Methode von Lee et al. (2006a).
Hierzu wurde Gesamt-DNA aus E. coli isoliert (2.6.4) und die DNA-Konzentration
photometrisch bestimmt (2.6.5). Die Analyse der Proben erfolgte mittels quantitativer PCR
(QPCR) im Light Cycler (Roche Diagnostics, Mannheim). Hierfur wurde das Light Cycler Fast
Start DNA Master Sybr Green | Kit verwendet (Roche Diagnostics, Mannheim). Die
Auswertung der Daten erfolgte mit der Light Cycler Software Version 4.0 (Roche Diagnostics,
Mannheim). Die Produktbildung wurde mit einer Schmelzkurvenanalyse kontrolliert. Die
Genkopienzahl wurde mittels absoluter Quantifizierung bestimmt. Die hierflir notwendigen
Kalibrationskurven wurden durch Amplifikation des Plasmids pQE80L-Var-dxs (Tab. 4; 2.6.7.1)

aufgenommen. In allen Versuchen wurde neben einer Kalibrationskontrolle eine weitere
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Positiv- (pQE80L-Var bzw. genomische E. coli DNA) und eine Negativkontrolle (A. dest.)
mitgeflhrt. Alle Proben wurden in einer Doppelbestimmung vermessen.

Die Plasmidkopienzahl wurde durch das Verhaltnis der Genkopienzahl von B-Lactamase (bla,
plasmidkodiert) zu 1-Deoxyxylulose-5-phosphat-Synthase (dxs, chromosomal) berechnet
(3.4.1.1).
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3 Ergebnisse

3.1 Das Modellsystem

3.11 Prokaryontisches Wirt-/Vektor-Expressionssystem

In einer Reihe von Versuchen wurden verschiedene Wirt-/Vektor-Systeme fiir die Expression
der rekombinanten Glukose-Dehydrogenase (Gluc-DH) getestet. Bei der Auswahl eines
geeigneten Modellsystems kamen vor allem solche Systeme in Betracht, die sich durch eine
stark variierende Expressionsleistung unterschieden. Hierbei zeigte das Wirt-/Vektor-System E.
coli XL1Blue/pQES8OL (2.3) fur die Expression der Gluc-DH Enzymvariante im Vergleich zum
Wildtyp-Enzym die gré3ten Differenzen.

In der Aminosauresequenz unterscheidet sich die Enzymvariante durch sechs Substitutionen
und eine Insertionsmutation vom Gluc-DH Wildtyp-Enzym (1.5). Dies entspricht einem
genetischen Unterschied von 1,5 %. Die Sequenzierung der Expressionsvektoren pQE8SOL-WT
und pQE8OL-Var (Tab. 4) zeigte neben den bekannten Unterschieden des Zielproteins keine

weiteren Mutationen in den Ubrigen Strukturgenen (Daten nicht gezeigt).

3.1.2 Charakterisierung des Wuchsverhaltens

Bei der Kultivierung der Expressionssysteme E. coli XL1Blue/pQE80L-Wildtypenzym (WT) bzw.
E. coli XL1Blue/pQE8OL-Enzymvariante (Var) wurden deutliche Unterschiede im
Whuchsverhalten beobachtet. In Abb. 8 sind die Wuchskurven des Expressionsmodells von
unabhangig durchgefuhrten Experimenten dargestellt. Die Kultivierung erfolgte in 400 ml
Schattelkultur (2.4). Das Wuchsverhalten wurde Uber einen Zeitraum von 8 h nach der
Induktion stindlich aufgezeichnet (Abb. 8).
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Abb. 8: Unterschiedliches Wuchsverhalten des Expressionsmodells.

Die Zelldichte-Messungen zeigen, dass die Expressionssysteme E. coli XL1Blue/pQES8OL fir das Gluc-
DH Wildtyp-Enzym (WT) und fur die Enzymvariante (Var) ein stark unterschiedliches Wuchsverhalten
aufweisen. Zum Zeitpunkt t, wurde die Kultur beimpft. Die Induktion erfolgte durch die Zugabe von IPTG.
Die Zahlen 1 und 2 kennzeichnen die voneinander unabhangig durchgefiihrten biologischen Replikate
des gesamten Experiments.

Die Zelldichte-Messungen zeigten, dass die optische Dichte des Wirt-/Vektor-Systems zur
Expression der Enzymvariante stetig zunahm. Im Vergleich hierzu ging das Wildtyp-System

kurz nach der Induktion in die stationare Wuchsphase Uber (Abb. 8).

3.1.3 Untersuchung des Expressionsverhaltens

Neben dem unterschiedlichen Wuchsverhalten bestand innerhalb des Modellsystems ein
grolRer Unterschied in der Produktionsleistung. Die Expression der rekombinanten,
heterologen Proteine wurde mittels SDS-PAGE (2.5.2) und Western Blot (2.5.3) analysiert und
auf die Expressionsleistung pro Zelle normiert. Abb. 9 zeigt die Ergebnisse der SDS-PAGE

Analyse Uber den gesamten Kultivierungszeitraum.
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Abb. 9: SDS-PAGE Analyse zur Gluc-DH Expression.

Die unterschiedliche Produktionsleistung der Expressionsysteme E. coli XL1Blue/pQE80OL-
Enzymvariante (A) und E. coli XL1Blue/pQE80L-Wildtypenzym (B) wird exemplarisch anhand der SDS-
PAGE Analyse aus Versuch Nr. 1 (Abb. 8) dokumentiert. Pro Spur wurde der Gesamt-Zellextrakt von
0,1 ODgoo/ml aufgetragen. Die Expression der Gluc-DH (50 kDa) wurde (ber den gesamten
Kultivierungszeitraum (t,,: vor Induktion, t ,,: i Stunden nach Induktion) analysiert. Die Spur M
kennzeichnet den verwendeten GroRenmarker (Magic Mark, Invitrogen). Die Proben kdnnen mit einer
Gluc-DH-Kontrolle (S) verglichen werden.

Die Expression des Wildtyp-Enzyms zeigte eine deutlich bessere Produktionsleistung als die
Gluc-DH  Enzymvariante. Das  Expressionssystem mit  vergleichbar  niedriger
Produktionsleistung wurde als Niedrigproduzent, das WT-Expressionssystem als
Hochproduzent definiert (Abb. 9).

3.1.4 Probenauswabhl fiur die Proteomanalyse

Die Expression des Gluc-DH-Wildtyps und der -Variante sollte im Rahmen dieser Arbeit durch
die Aufnahme von Expressionsprofilen umfassend analysiert werden. Fir die Analyse des
Gesamt-Proteoms wurden die drei Kultivierungszeitpunkte ,vor Induktion’ (t,;), 1 h nach

Induktion (t1 ;) und 2 h nach Induktion (t, ;) ausgewahlt.
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Abb. 10 verdeutlicht das signifikant unterschiedliche Wuchsverhalten zu diesen
Kultivierungszeitpunkten. Die Ergebnisse der Zelldichtemessungen aus funf voneinander
unabhangig durchgefihrten Schuttelkultur-Experimenten wurden auf die Induktionszeit
normiert. Vor Induktion und 1 h nach Induktion wurde kein Unterschied im Wuchsverhalten der
Vergleichssysteme detektiert. Wahrend die Zelldichten des Var-Systems (Niedrigproduzent)
weiter zunahmen, befand sich der Hochproduzent (WT) bereits 2 h nach Induktion in der
stationaren Wuchsphase (Abb. 10).

—a— Var-1
—A— Var-2
——Var-3
——Var-4
—e—Var-5
—— WT-1

—A— WT-2
—%— WT-3

Zelldichte [OD 600 nm]

—%— WT-4

—0—WT-5

t[h]

Abb. 10: Wuchsverhalten der Expressionssysteme ab dem Zeitpunkt der Induktion.

Die Wuchskurven der Expressionssysteme E. coli XL1Blue/pQE8OL-Wildtypenzym (WT) und E. coli
XL1Blue/pQE80L-Enzymvariante (Var) wurden auf den Zeitpunkt der Induktion normiert (t;). Die Zahlen
1 - 5 kennzeichnen die voneinander unabhangig durchgefuhrten Wiederholungen des Schuttelkultur-
Experiments. Die Standardabweichungen lagen im Mittel bei 8 % (t, und t1) bzw. 15 % (t,).

Das Expressionsverhalten der Zellen ist in Abb. 11 zusammengefasst. Hierflir wurden zu den
Analysezeitpunkten ,vor Induktion’ (t,,), 1 h nach Induktion (t;,,) und 2 h nach Induktion (t;n,)

die Proben der Schittelkulturexperimenten mittels Western Blot (2.5.3) analysiert (Abb. 11).
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Abb. 11: Western Blot zur unterschiedlichen Expressionsleistung des Modellsystems.

Die Produktionsleistung der Expressionssysteme E. coli XL1Blue/pQE80L-Wildtypenzym (WT) und E.
coli XL1Blue/pQE80L-Enzymvariante (Var) wurde durch PAK<Gluc-DH>K-IgG und <K>IgG-POD zum
Zeitpunkt t,; (A), t1 ni. (B) und t; ;. (C) mittels Western Blot (2.5.3) analysiert. Die Zahlen 1 - 5
kennzeichnen die voneinander unabhangig generierten Versuchswiederholungen. Pro Spur wurden 0,1
ODggo/ml Gesamt-Zellextrakt aufgetragen. Als GroRenstandard (M) wurde MagicMark (Invitrogen,
Karlsruhe) verwendet. Fur die Positivkontrolle wurden 2 bzw. 4 ug Gluc-DH-Standard (S) eingesetzt.

Abb. 11 (A) zeigt, dass vor der Induktion (t,,) noch keine Gluc-DH exprimiert wurde. Da zudem

keine Unterschiede im Wuchsverhalten zu beobachten waren (Abb. 10), konnte t,, als

Bezugspunkt fir induktionsunabhangige Effekte verwendet werden. Der Zeitpunkt t; ;. (1 h
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nach der Induktion) ergab Hinweise auf ein unterschiedliches Gluc-DH-Expressionsverhalten.
Im Western Blot konnten zu diesem Zeitpunkt bereits stark variierende Produktmengen
beobachtet werden (Abb. 11 (B)), wahrend die Bestimmung der Zelldichte (ODgg) noch keinen
Hinweis auf ein unterschiedliches Wuchsverhalten gab (Abb. 10). Zum Zeitpunkt t, ;. (2 h nach
der Induktion) hatte sich fur die Enzymvariante auch das Wuchsverhalten verandert (Abb. 10).
Weiterhin weisen die Proteinbanden im Western Blot unterhalb von 50 kDa insbesondere bei
der Gluc-DH Produktion im Hochproduzenten (WT) auf eine proteolytische Degradation hin
(Abb. 11).

In dem E. coli XL1Blue/pQEB8OL-Expressionssystem erfolgt die Synthese von Wildtyp-Glukose-
Dehydrogenase im Vergleich zur Enzymvariante mit bis zu 5-fach hoéheren Ausbeuten.
Charakteristisch fiir das Wuchsverhalten des Stammes mit Wildtyp-Gluc-DH ist der Ubergang
in die stationdre Wuchsphase, der bereits 2 h nach Induktion abgeschlossen ist. Dem
gegenlber steht ein isogenes System flr die Produktion einer Gluc-DH Enzymvariante mit
deutlich niedriger Produktion des Enzyms, aber ungestértem Wachstumsverhalten. Beide Wirt-
/Vektor-Systeme unterscheiden sich genetisch nur in sieben Aminosaure-Austauschen im
Zielprotein (1.5).

3.2 Expression Profiling

3.21 2-D Gelelektrophorese

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Methode etabliert werden, welche die Aufnahme von
Expressionsprofilen flr prokaryontische Wirt-/Vektor-Systeme ermdglicht. Mit Hilfe von 2-D
Gelen sollten komplexe E. coli Zelllysate analysiert und deren Proteome miteinander
verglichen werden. Die Methodenentwicklung umfasste die Etablierung eines geeigneten
Protokolls flr die Probenvorbereitung, die Proteinbeladung der 2-D Gele, eine geeignete
Trenntechnik fir die IEF und SDS-PAGE sowie die Art der Protein-Detektion.

Probenaufarbeitung

Zu Beginn der Methodenentwicklung wurde die Fraktionierung der Zellen in einen peri- und

cytoplasmatischen Teil untersucht. Die Inkubationen der Proben mit Lysozym und DNase
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erforderten neben physiologischen Pufferbedingungen, Temperaturen tber 4 °C und hierdurch
bedingt den Einsatz von Proteaseinhibitoren (Complete, Roche Diagnostics). Um die Proben
mittels 2-D Gelen analysieren zu kdnnen, war zudem eine Umpufferung des Probenmaterials
in denaturierenden Puffer notwendig. Die Versuche zeigten, dass die Zellfraktionierung und die
enzymatische Behandlung des Probenmaterials nicht reproduzierbar umzusetzen waren. Alle
Arbeitsschritte resultierten in qualitativen Proteinverlusten und damit in einer ungleich
bleibenden Veranderung des Zelllysates (Daten nicht gezeigt).

Das in dieser Arbeit verwendete Protokoll flr die Probenaufarbeitung erflillt daher die
Bedingungen eines moglichst einfachen, reproduzierbaren und das Analysenmaterial wenig
verandernden Prozesses. Die Biomassen aus den Schuttelkultur-Experimenten (3.1.4) wurden
zur Entfernung von Medienbestandteilen mehrfach mit physiologischer Kochsalzlésung (2.2)
gewaschen und anschlieRend direkt in denaturierendem Probenpuffer (2.2) resuspendiert. Die
Herstellung des Lysates wurde mittels Ultraschall vervollstandigt. Im Anschluss wurden die

Zelltrammer entfernt und die 16sliche Fraktion fur die 2-D Gelelektrophorese verwendet (2.5.6).

Proteintrennung

Die erste Dimension der Proteintrennung (IEF) wurde nach dem Prinzip immobilisierter pH-
Gradienten (IPG) durchgefiihrt. Fur die Trennung des E. coli Lysates wurden IPG-Streifen
verschiedener pH-Gradienten verwendet (2.5.6). Entscheidend fir die Etablierung des
Fokussierungsprotokolls war vor allem die Art des Probenauftrags. Die Proteine diffundierten
entweder wahrend der Rehydrierung des IPG-Streifens ein oder wurden mit geringen
Strommengen in den Streifen eingezogen (sample cup Proben-Beladung). Hierbei war der Ort
der Beladung, d. h. die Positionierung des sample cup auf dem IPG-Streifen, von

entscheidendem Einfluss fur die Proteinaufldsung (Abb. 12).
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Abb. 12: Einfluss des Probenauftrags auf die Qualitat der 2-D Gele.

Dargestellt sind 2-D Gele, die mittels DIGE-Technologie hergestellt wurden. In diesem Fall wurden 18
cm lange IPG-Streifen mit einem pH Gradienten von 3 - 10 (nicht linear, NL) verwendet. Im linken
oberen Bildrand befindet sich der hochmolekulare, saure Bereich. Der niedermolekulare, basische
Bereich ist im rechten, unteren Bildrand reprasentiert. Die Auflésung der Proteinspots konnte durch die
Optimierung des Fokussierungsprotokolls deutlich verbessert werden. Der Ort des Probenauftrags hat
hierbei entscheidenden Einfluss auf die Gelqualitdt. Der einzige Unterschied in der Herstellung der
gezeigten 2-D Gele ist die kathodische (A) im Vergleich zur anodischen Probenbeladung (B).

In der zweiten Dimension wurde die Proteinauflésung Uber die Geschwindigkeit der
elektrophoretischen Trennung optimiert. Hierfir wurden Laufzeiten zwischen 6 und 20 h in der
SDS-PAGE getestet.

Die Qualitat der 2-D Gele hing weiterhin von der eingesetzten Proteinmenge ab. Insgesamt
wurden Gelbeladungen zwischen 150 und 1500 ug Protein erprobt. Das optimierte
Fokussierungsprotokoll flr analytische 2-D Gele ermdglicht eine sehr gute Auflésung von 150
ug Gesamtprotein (2.5.6).

Die Identifikation der Proteine erforderte die Herstellung praparativer Gele. Um fur die
Massenspektrometrie genigend Probenmaterial zur Verfugung zu stellen, wurden die 2-D
Gele mit 600, 750 und 900 pg Protein beladen und die Aufldsung mit denen der analytischen
Gele verglichen. Um eine gleich bleibende Gelqualitat zu erhalten, musste eine maximale

Auftragsmenge von 600 pg Protein eingehalten werden (Daten nicht gezeigt).
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Protein-Detektion

Die Proteine wurde mit verschiedenen Methoden detektiert. Im Rahmen der
Methodenoptimierung wurde die konventionelle 2-DE verwendet, so dass die Proteine erst
nach der zweidimensionalen Trennung gefarbt wurden. In der Regel wurde hierfir Coomassie-
Farbstoff verwendet. Bei Verwendung geringer Proteinmengen wurde auch der Einsatz von
Fluoreszenz- (Sypro Ruby) und Silberfarbetechniken getestet und hinsichtlich einer optimalen
Proteinauflosung untersucht (Daten nicht gezeigt).

Fir die Vergleichsanalyse wurde die differenzielle 2-D Gelelektrophorese (DIGE) verwendet
(1.3). Die Proteine werden hierbei vor der Trennung mit einem Fluoreszenzfarbstoff kovalent
markiert. Diese Technik stellt hinsichtlich der Reproduzierbarkeit von 2-D Gelen eine
wesentliche Verbesserung zu den konventionellen Methoden dar. Durch die Verwendung
mehrer Farbstoffe (Cy™2, Cy™3 und Cy™5), kdnnen bis zu drei Proben auf einem Gel
untersucht werden. Nach der Proteintrennung werden die Farbstoffe entsprechend ihrer
Anregungs- und Emissionswellenlange in einem Fluoreszenzscanner ausgelesen. Auf diese
Weise werden aus einem 2-D Gel bis zu drei Gel-Bilder generiert. Die Proben kdnnen
anschlielend mit einem Analysenprogramm (DeCyder™, GE Healthcare) am Computer
verglichen und ausgewertet werden. Die Methodenentwicklung der DIGE-Technologie
umfasste vor allem die Optimierung der Kopplungsreaktion von Protein und
Fluoreszenzfarbstoff. Dabei wurde ein optimales Verhaltnis von 6 pmol Farbstoff zu einem ug

Gesamtprotein ermittelt.

Aufgrund der durchgeflhrten Versuche konnte im Rahmen dieser Arbeit eine qualitativ
hochwertige Methode fir die Aufnahme von Expressionsprofilen etabliert werden. Die Art der
Probenvorbereitung ermdglicht die schnelle und reproduzierbare Herstellung von E. coli-
Ganzzelllysaten. Die Optimierung der Proteintrennung flhrte zu einer sehr guten Auflésung
des Proteingemisches. Mit dem optimierten Protokoll kénnen 2-D Gele mit einem
immobilisierten pH-Gradienten von 3 - 10 (nicht linear, NL) oder 4 - 7 generiert werden. Fur
analytische 2-D Gele wurden 150 ug und fur praparative 2-D Gele 600 ug Protein eingesetzt.

Die Gelbeladung erfolgte durch einen anodischen Probenauftrag (2.5.6).

Abb. 13 zeigt exemplarisch den Einfluss der Optimierungsarbeiten auf die Qualitat der 2-D
Gele.
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Abb. 13: Verlauf der Methodenoptimierung in der 2-D Gelelektrophorese.

Dargestellt sind Coomassie gefarbte 2-D Gele, die mit 600 ug Protein aus einem E. coli-Ganzzellysat
hergestellt wurden. Fir beide Systeme wurden 18 cm lange IPG-Streifen mit einem pH-Gradienten von
3 - 10 (nicht linear, NL) verwendet. Am linken oberen Bildrand befindet sich der saure, hochmolekulare
Proteinbereich. Die Vertikale reprasentiert die Trennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht, so
dass sich am unteren, rechten Bildrand die basischen, niedermolekularen Proteine befinden. Zu Beginn
der Methodenentwicklung konnten keine distinkten Proteinspots auf den 2-D Gelen generiert werden (A).
Nach den Optimierungsarbeiten hinsichtlich Probenvorbereitung, Menge und Art der Proteinbeladung,
sowie der Fokussierung konnten die Proteine in hoher Qualitat separiert werden (B).

3.2.2 Statistische Aspekte

Die auf 2-D Gelen basierende Analyse von E. coli-Ganzzelllysaten wurde im Folgenden unter
statistischen Aspekten untersucht. In Abhangigkeit von der technischen Variation innerhalb der
Methode und der biologischen Variation der Zelle (1.4) sollte eine Reihe von statistischen
Vorversuchen durchgefiihrt werden. Um den Informationsgehalt aus der Vergleichsanalyse zu
maximieren, sollte die GroRenordnung signifikant nachweisbarer Expressionsunterschiede
bestimmt werden. Dabei sollte die Moglichkeit falsch-positiver (a-Fehler) und falsch-negativer
(B-Fehler) Signale berucksichtigt werden. Zuletzt sollte aus diesen Ergebnissen ein geeignetes

Versuchsdesign flr den Vergleich von Expressionsprofilen erstellt werden.
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3.2.21 Fehlerquellen bei der Datenauswertung

In Abhangigkeit von der technischen Variation einer Analysenmethode und der biologischen
Variation eines lebenden Systems (1.4), missen bei der Auswertung von 2-D Gelen
bestimmte Fehlerquellen berlcksichtigt werden. Zum einen kénnen Expressionsunterschiede
detektiert werden, die tatsachlich nicht existieren (a-Fehler), zum anderen kdnnen real

bestehende Expressionsunterschiede nicht identifiziert werden (B-Fehler).

a-Fehler

Wenn Expressionsunterschiede detektiert werden, die real nicht existieren, werden falsch-
positive Ergebnisse erzeugt. Aus mathematischer Sicht handelt es sich hierbei um o-Fehler.
Experimentell wurde der o-Fehler untersucht, indem eine Probe mit jeweils drei
Fluoreszenzfarbstoffen markiert und miteinander verglichen wurde. Alle Proteinunterschiede,
die in diesem Fall detektiert wurden, stellten falsch-positive Signale dar. Unter
Bertcksichtigung der technischen und biologischen Variation (1.4) konnte somit ein falsch-
positiver Expressionsunterschied quantifiziert werden, der als untere Ausschlussgrenze flr
den Nachweis signifikanter Expressionsunterschiede herangezogen werden konnte.

Fir die praktische Bestimmung dieses Schwellenwertes mussten bestimmte
Rahmenbedingungen gewahlt werden. Grundlage hierfir war die Vorgabe, dass bei der
Auswertung ein und derselben Probe 95 % aller Stoffwechselproteine als nicht unterschiedlich
exprimiert galten. Daraus ergab sich eine Restwahrscheinlichkeit von a = 5 % fur falsch-
positive Detektionen oberhalb dieses minimal detektierbaren Expressionsunterschiedes
(3.2.2.2).

B-Fehler

Werden in der 2-D Gelanalyse reale Expressionsunterschiede nicht erfasst, handelt es sich um
falsch-negative Detektionen bzw. B-Fehler. Die Wahrscheinlichkeit fur einen B-Fehler wurde
anhand der Daten zur Bestimmung des minimal nachweisbaren Expressionsunterschiedes
bestimmt. Somit wurde in Abhangigkeit des a-Fehlers die Moglichkeit abgeschatzt, falsch-

negative Signale zu detektieren (3.2.2.2).
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3.2.2.2 Statistische Versuchsreihe

Versuchsdurchfiihrung

Um einschatzen zu kénnen, welchen Einfluss die technischen und biologischen Variationen
auf die Auswertung der 2-D Gele haben, wurde eine Reihe von Versuchen unter statistischen
Aspekten durchgefihrt.

Hierflr wurde eine Probe eines E. coli-Ganzzelllysates verwendet und mit der DIGE-Methode
(2.5.6) in drei technischen Replikaten (1.4) analysiert. Aufgrund der Verwendung von drei
Fluoreszenz-Farbstoffen wurden pro 2-D Gel drei Gelbilder erzeugt und miteinander verglichen.
Dieser Versuch wurde mit jeweils zwei weiteren E. coli-Ganzzelllysaten wiederholt. Insgesamt
wurden somit drei biologische Replikate verwendet und in jeweils drei 2-D Gelen analysiert
(Tab. 7).

Tab. 7: Ubersicht zur Durchfilhrung der statistischen Versuchsreihe.

Es wurden drei biologische Proben (A, B, C) in jeweils drei technischen Replikaten (1 - 3) analysiert.
Erfolgte die Auswertung fur A, B und C getrennt, wurde der methodische Einfluss auf die Ergebnisse
bestimmt. Wurden die biologischen und technischen Replikate zusammen ausgewertet, konnte der
Einfluss des Zellstoffwechsels auf die Ergebnisse bertcksichtigt werden.

Biologisches Replikat

Technisches Replikat

A
1

2
3

W(N[=[O

B
1
2
3

Wenn jede biologische Probe isoliert betrachtet wird (A1-3, B1-3, C1-3: 3 x 3 2-D Gele, d.h. 3 x
9 Gelbilder), kann eine Abschatzung der technischen Variation erfolgen. Erfolgt die Analyse
der Gelbilder gemeinsam (ABC1-3: 9 2-D Gele, d.h. 27 Gelbilder), kann die technische durch

die biologische Variation erganzt werden.

Bei der Versuchsvorbereitung und -Durchfihrung wurde darauf geachtet, dass die
biologischen Replikate unabhangig voneinander generiert wurden. Es wurden stets frische
Vorkulturen verwendet, die Kulturmedien neu hergestellt und die Schittelkultur-Experimente
an verschiedenen Tagen durchgefuhrt. Die Probenaufarbeitung und Durchfuhrung der 2-D
Gelelektrophorese (DIGE) erfolgte unabhangig voneinander. Um dies zu gewahrleisten
wurden jeweils neue Puffer und Lésungen hergestellt sowie frisch produzierte 2-D Gele

verwendet.
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Datenauswertung

Far die Auswertung der 2-D Gele mussten bestimmte Rahmenbedingungen gewahlt werden.
Ein Protein, das fir die Bildanalyse verwendet wurde, musste in allen Bildern eines 2-D
Geldatensatzes vorkommen. Bei einem Datensatz von drei 2-D Gelen wurden laut
Versuchsdurchfihrung (Tab. 7) 3 x 3 Gelbilder erzeugt (3-Farbstoff-Versuchsdesign). Das
Protein musste somit in allen neun 2-D Gelbildern detektiert werden, um bei der Auswertung
bertcksichtigt zu werden. Zusatzlich wurde der fir jedes Protein kalkulierte p-Wert als
Qualitatskontrolle fur die Aussagekraft des detektierten Proteinunterschiedes herangezogen.
Der p-Wert wurde mit dem statistischen Student t-Test berechnet (DeCyder™). Hierbei werden
die Hypothesen (H;) miteinander verglichen, dass zwischen zwei Vergleichsproben kein (Hp)
bzw. ein signifikanter (H{) Expressionsunterschied besteht. Falls der berechnete p-Wert <1 %

war, wurde Hy angenommen.

Minimal detektierbarer Expressionsunterschied

Auf den 2-D Gelen wurden zwischen 1754 und 1770 Proteinspots detektiert. Fur die Analyse
der technischen Variation wurden die Daten aus den 2-D Gelen in den Kombinationen A1/A2,
A2/A3, A1/A3; B1/B2, B2/B3, B1/B3; C1/C2, C2/C3, C1/C3 (Tab. 7) verglichen und jede
biologische Probe somit isoliert betrachtet. Dabei wurden durchschnittlich 76,5 % der Proteine
auf allen Gelbildern in A, B bzw. C detektiert. Unter der Voraussetzung von a =5 % (3.2.2.1),
wurde anschlieRend ein minimal nachweisbarer Expressionsunterschied bestimmt. Hierfir
musste der Datensatz 95 % aller gemessenen Expressionsunterschiede enthalten. Da alle
Proteinunterschiede theoretisch nicht existieren durften, waren sie allein auf die
Analysenmethode zurUckzufuhren. Auf diese Weise wurde der kleinste messbare

Expressionsunterschied mit dem Faktor 1,28 bestimmt.

Um die biologische Variation zu berlcksichtigen, wurden die 2-D Gele nach folgendem

Schema ausgewertet (Tab. 8).
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Tab. 8: Ubersicht zur kombinatorischen Auswertung der statistischen Versuchsreihe.

Indem die 2-D Gele der biologischen Replikate kombiniert und die Datensatze 1 und 2 miteinander
verglichen wurden, konnte der Einfluss der biologischen inklusive der technischen Variation fir die
Auswertung bertcksichtigt werden. Fir die Analyse wurden alle drei Gele der biologischen Replikate A,
B bzw. C verwendet. Es wurden nur jene Proteinspots verwendet, die in allen Gelbildern detektiert
wurden. Der minimal nachweisbare Expressionsunterschied wurde unter der Voraussetzung von a =
5 % bestimmt.

Anteil
Auswertung Date:lsatz Date;satz idete_ktierter I;?cftr;til::;l:{s Expressio_ns-
roteinspots | . unterschied
in allen Gelen
[%]
1 A B 1762 44 1,40
2 B C 1763 38 1,34
3 A C 1771 46 1,49
4 AB C 1766 34 1,35
5 BC A 1766 34 1,37
6 AC B 1766 34 1,27

Der Expressionsunterschied lag durchschnittlich bei einem Faktor von 1,37. Als minimal
nachweisbarer Schwellenwert wurde daher ein Expressionsunterschied von 1,40 festgelegt.
Aufgrund der strikt gewahlten Rahmenbedingungen fiir die Datenauswertung ging die Anzahl
der Proteinspots, die fur die Analyse verwendet wurden, im Vergleich zur technischen
Variation von 75 % auf 34 % zurick.

Wahrscheinlichkeit fiir falsch-negative Detektionen

Um die Wahrscheinlichkeit fur falsch-negative Signale abschatzen zu kdénnen, wurden die
Daten zur Bestimmung der technischen und biologischen Variation verwendet (Tab. 7). Die
Proteine wurden entsprechend ihres Expressionsunterschiedes gruppiert und ihre Haufigkeit
im Vergleich von Datensatz 1 und 2 (Tab. 8) gegenlbergestellt (Abb. 14).
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Abb. 14: Abschéatzung des B-Fehlers anhand der statistischen Vorversuche.

Die Haufigkeitsverteilung (griin) wurde aus den Daten der statistischen Versuchsreihe (Tab. 8) erstellt,
indem die Expressionsunterschiede (fc) der Auswertungen 1 - 6 (Ausw. 1 - 6) verwendet wurden. Indem
die Kurve (griin) entlang der Abszisse verschoben wurde (blau), konnte die Wahrscheinlichkeit fur einen
B-Fehler bei einem Expressionsunterschied von Faktor 2 abgeschatzt werden. Diese lag bei 1 %
(Erlauterungen siehe Text).

Die Abschatzung des B-Fehlers erfolgte unter der Annahme, dass die Haufigkeitsverteilung
aller Proteine bei steigenden Expressionsunterschieden gleich bleibt. Die Kurve wurde unter
Berucksichtigung des minimal nachweisbaren Expressionsunterschiedes von 1,4 auf der
Abszisse verschoben. Bei einem Expressionsunterschied von 2 lag 1 % der Proteine innerhalb
des minimal nachweisbaren Detektionsbereiches. Somit betrug die Wahrscheinlichkeit fur eine

falsch-negative Detektion bei einem zweifachen Expressionsunterschied <1 % (Abb. 14).

3.2.2.3 Praferenzreaktionen bei der Proteinmarkierung

Um einschatzen zu konnen, ob die Fluoreszenzfarbstoffe mit einzelnen Proteinen aus dem E.
coli-Ganzzelllysat bevorzugt reagierten, wurde ein Versuch zu Praferenzreaktionen bei der

Proteinmarkierung durchgefihrt (Ettan DIGE User Manual).
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Hierflr wurde eine Probe mit den Farbstoffen Cy™2, Cy™3 und Cy™5 markiert (2.5.6) und in
drei technischen Replikaten (1.4) analysiert. Die Auswertung ein und derselben Probe sollte
theoretisch keine Expressionsunterschiede zeigen. Alle Proteinunterschiede < 1,4 kdnnen auf
die Methode der 2-D Gelelektrophorese zurickgefiihrt werden. Bei Proteinen, die einen
hdéheren Expressionsunterschied zeigen, kdnnen die Ergebnisse entweder auf einen falsch-
positiven Fehler (a < 5 %) oder auf eine Praferenzreaktion mit den Fluoreszenzfarbstoffen
zurtckzufuhren sein.

Die Analyse zeigte, dass 47 von 1332 Proteinspots sowohl in allen neun Gelbildern vorkamen
als auch einen Expressionsunterschied = 1,4 aufwiesen. Darunter zeigten sieben Proteine
einen p-Wert > 0,01 (Student t-Test, 3.2.2.2). Insgesamt unterschieden sich 90 % der Proteine
um einen Faktor kleiner als zwei. 20 von 40 Proteinspots waren hierbei 1,40- bis 1,49-fach
unterschiedlich exprimiert. Insgesamt waren drei Proteine um einen Faktor groRer zwei
unterschiedlich exprimiert (Proteinspots 1766, 1774 und 1916).

Um die Wahrscheinlichkeit der korrekten Analyse fir ein identifiziertes Markerprotein zu
erhéhen, wurden bei der Auswertung der Hauptstudie alle Proteinunterschiede nochmals auf

Praferenzreaktionen mit den Fluoreszenzfarbstoffen untersucht.

3.2.2.4 Versuchsdesign

Durch die statistische Versuchsreihe war es mdglich, in der Vergleichsanalyse von Hoch- und
Niedrigproduzent auf die Herstellung technischer Replikate zu verzichten. Vielmehr wurde die
Anzahl der biologischen Replikate erhéht, um den Informationsgehalt auf der Ebene von
Variationen im Zellstoffwechsel zu maximieren. Insgesamt wurden funf biologische Replikate
fur die Expressionsprofil-Analyse eines Kultivierungszeitpunktes eingesetzt.

Durch die Verwendung eines 3-Farbstoff-Versuchsdesigns konnten drei Proben auf einem 2-D
Gel analysiert werden. Zwei Farbstoffe (Cy™3 und Cy™5) wurden fir die Proben des Hoch-
bzw. Niedrig-Expressionssystems eingesetzt, der dritte Farbstoff (Cy™2) wurde fir den
internen Standard verwendet. Dieser setzte sich zu gleichen Teilen aus allen Proben, die zu
einem Kultivierungszeitpunkt analysiert wurden, zusammen. Durch die Verwendung eines
internen Standards kénnen Gel zu Gel-Variationen erkannt und von biologischen Variationen
unterschieden werden (1.3). Alle Proben, die aus einem individuellen Schattelkulturexperiment
stammten (WT und Var), wurden auf das gleiche 2-D Gel aufgetragen. Hierbei handelt es sich
um ein sog. ,angepasstes Versuchsdesign® (matched design). Auf diese Weise konnte
gewahrleistet werden, dass alle Parameter, die nicht Ursprung der biologischen Variation

waren, keinen Einfluss auf die Versuchsergebnisse hatten. Um potenzielle Einflisse der
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Fluoreszenzfarbstoffe auf die Interpretation der Daten zu minimieren (3.2.2.3), wurden Hoch-
und Niedrigproduzent alternierend mit den Farbstoffen Cy™3 und Cy™5 markiert (reverse
labelling). Fur die Aufnahme von Expressionsprofilien wurde folgender Versuchsplan
aufgestellt (Tab. 9).

Tab. 9: Finales Versuchsdesign fur die Aufnahme von Expressionsprofilen zum Kultivierungszeitpunkt t;.
Die Proben des Hoch- (H) und Niedrigproduzenten (N) wurden alternierend mit den Farbstoffen Cy™3
und Cy™5 markiert. Der Fluoreszenzfarbstoff Cy™2 wurde fir den internen Standard verwendet. Die
biologischen Replikate wurden mit den Zahlen 1 bis 5 gekennzeichnet. FlUr die Analyse eines
Kultivierungszeitpunktes (t;) wurden funf 2-D Gele hergestellt, die bei der Datenauswertung jeweils drei
2-D Gelbilder lieferten.

2-D Gel Farbstoff Cy™3 Farbstoff Cy™5 Farbstoff Cy™2
1 H1 N1
g Eé :g H1, N1, H2, N2, H3,
) NA ) N3, H4, N4, H5, N5
5 H5 N5

Mit der 2-D Gelelektrophorese wurde eine Methode etabliert, die sich fir die proteomweite
Analyse von Expressionsprofilen eignet. Unter Verwendung der DIGE-Technik konnte die
Methode fir die Analyse von E. coli-Ganzzelllysaten optimiert werden. Im Rahmen einer
statistischen Versuchsreihe wurde die Technologie unter Berucksichtigung der technischen
und biologischen Variationen bewertet. Letztlich konnte ein Versuchsdesign erstellt werden,
mit dem die Expressionsprofile des ausgewahlten Modellsystems (3.1) mit maximalem

Informationsgewinn analysiert werden konnten.

3.3 Expressionsanalyse

3.31 Durchfiuhrung der Expressionsanalyse

Fur die Herstellung der Expressionsprofile wurden die Biomassen aus funf Schuttelkultur-
Experimenten verwendet. Die biologischen Replikate wurden unabhangig voneinander
generiert. Die Proben wurden individuell aufbereitet und das E. coli-Ganzzellextrakt mittels 2-D
Gelelektrophorese analysiert (2.5.6). Die Expressionsprofile der Kultivierungszeitpunkte vor
Induktion (t5), 1 h nach Induktion (t1) und 2 h nach Induktion (t,, Abb. 10) wurden anhand des

beschriebenen  Versuchsdesigns untersucht (Tab. 9). Die Analyse der drei
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Kultivierungszeitpunkten (tp, t;, t;) umfasste 15 2-D Gele. Unter Verwendung von drei
Fluoreszenzfarbstoffen (Cy™2, Cy™3 und Cy™5) entstanden drei Bilder pro 2-D Gel. Somit
wurden fir die Bildanalyse (DeCyder™) insgesamt 45 Gelbilder ausgewertet.

Die Analyse der Proteomdaten erfolgte unter der Voraussetzung von a = 5 %. Demnach
wurden alle Expressionsunterschiede = 1,4 als signifikant bewertet. Zudem musste ein
Proteinspot in allen Gelbildern des zugehdrigen Datensatzes (t}) vorkommen und einen p-Wert
<1 % aufweisen, um in der Vergleichsanalyse bertcksichtigt zu werden (3.2.2.2).

Die Identifizierung der Proteinspots erfolgte mit Hilfe der Massenspektrometrie (MS). Hierflr

wurden praparative 2-D Gele hergestellt und mittels MALDI-TOF analysiert (2.5.7).

3.3.2 Auswertung der Expressionsanalyse

Die Auswertung der Vergleichsanalyse erfolgte auf mehreren Ebenen. Zum einen sollte
untersucht werden, ob die Methode der DIGE-Technik fiir den Ansatz des expression profiling
geeignet ist. Zum anderen sollte das Verstandnis fir das unterschiedliche
Expressionsverhalten von Hoch- und Niedrigproduzent erhéht werden, indem signifikant
unterschiedlich exprimierte Proteinspots detektiert, die entsprechenden Proteine identifiziert

und deren physiologische Einflisse im Zellstoffwechsel beurteilt werden.

3.3.21 Hauptkomponentenanalyse

Ziel der Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis, PCA) ist es, die
Komplexitdt mehrdimensionaler Datensatze zu reduzieren, um deren Auswertung und
Visualisierung zu vereinfachen. Die PCA ist ein mathematisches Verfahren, das sich durch
lineare Transformation auszeichnet. Hierbei werden die Daten in ein neues Koordinatensystem
transformiert, indem deren gréfite Variation auf die erste Hauptkomponenten-Achse projeziert
wird, die zweitgrofite Variation auf die zweite Hauptkomponenten-Achse usw. Die PCA
berlcksichtigt somit die Charakteristika, die am meisten zur Variation des Gesamtsystems
beitragen. Diese werden in den niedrigen Hauptkomponenten ausgedrickt (De Keersmaecker
et al., 2006). Die Variationen eines Systems werden somit durch Punktabstdnde der
Systemkomponenten im neuen Koordinatensystem beschrieben. Je groRer der Abstand der
Punkte voneinander ist, desto groRer ist die Variation zwischen den Systemkomponenten.

Die Daten der vorliegenden Vergleichsanalyse wurden mittels PCA analysiert (DeCyder™).
Abb. 15 gibt einen Uberblick Uber die Variationen des Hoch-/Niedrig-Expressionssystems zu

den Kultivierungszeitpunkten to, t; und t,.
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Abb. 15: Hauptkomponentenanalyse der Expressionsprofile von Hoch- und Niedrigproduzent.

Die Variationen der Expressionssysteme wurden mittels PCA auf zwei Hauptkomponenten (principal
component, PC1 und PC2) reduziert. Die Analyse spiegelt die Daten aus den Kultivierungszeitpunkten to,
t und t, wider. Das Niedrig-Expressionssystem fir die Gluc-DH Enzymvariante ist mit Var, das
Hochexpressionssystem fur das Wildtyp-Enzym mit WT gekennzeichnet. Die Bildanalyse eines
Expressionssystems (WT bzw. Var) zum Kultivierungszeitpunkt t; wird in der Grafik durch einen Punkt
dargestellt. Je grofRer der Abstand zwischen den Punkten ist, desto groRer ist die Variation zwischen
den Vergleichssystemen.

Die Hauptkomponentenanalyse zeigt, dass die Datenpunkte zum Kultivierungszeitpunkt t, (vor
Induktion) dicht beieinander liegen. Zu diesem Zeitpunkt sollten die Unterschiede zwischen
den Vergleichssystemen erwartungsgemal gering sein. Eine Stunde nach der Induktion (1)
wird eine Zunahme der Variation beobachtet. Die Entfernung der Datenpunkte vergréfert sich
sowohl innerhalb eines Expressionssystems (von t; nach t;) als auch zwischen den
Vergleichssystemen (Abstande zwischen t;_WT und t,_Var). Zum Kultivierungszeitpunkt t,

steigt die Variation erneut an. Neben der Entfernung zwischen t; und t, innerhalb eines
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Systems vergroRert sich auch der Punktabstand zwischen den Expressionssystemen (Abb.
15).

Die Unterschiede der Expressionssysteme, die bislang durch Zelldichte-Messung (Abb. 8, Abb.
10), SDS-PAGE (Abb. 9) und Western Blot Analyse (Abb. 11) charakterisiert wurden, konnten
innerhalb der Hauptkomponenten-Analyse detektiert werden. Aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse (Abb. 15) konnte gezeigt werden, dass die DIGE-Technologie (1.3) daflr geeignet
ist, zwei Systeme im Rahmen einer Expressionsprofil-Analyse miteinander zu vergleichen. Im
Gegensatz zur herkdmmlichen Analytik ist somit die Moglichkeit gegeben, die Ursache dieser

Unterschiede durch eine detaillierte Stoffwechselanalyse zu identifizieren.

3.3.2.2 Bildanalyse

Durch die Bildanalyse der 2-D Gele wurden unter den definierten Rahmenbedingungen (3.3.1)
363 Proteinspots detektiert, die entweder zum Zeitpunkt to, t; oder t, unterschiedlich exprimiert
wurden.

Zum Zeitpunkt t; (vor der Induktion) wurden 25 Expressionsunterschiede detektiert. Hiervon
wurden 22 Proteine im Hochproduzenten (WT) Uberexprimiert. Der Expressionsunterschied
war bei 54 % der Spots < 2,0. Die im Niedrigproduzenten (Var) Uberexprimierten Proteine
lagen mit Faktoren zwischen 1,40 und 1,55 nahe der unteren signifikanten Nachweisgrenze.
Neun Proteine waren eine Stunde nach der Induktion (t4) nicht mehr unterschiedlich exprimiert.
Zu diesem Zeitpunkt stieg die Anzahl der verschieden exprimierten Proteine auf 91 an. 63 %
wurden dabei im WT-System Uberexprimiert. 15 Spots wurden bereits zum Zeitpunkt tg
detektiert. Zum Zeitpunkt t; (2 h nach der Induktion) wurden weitere 262 Spots identifiziert, die
weder vor der Induktion noch zum Zeitpunkt t; zu beobachten waren.

Fur die Interpretation der Daten wurden die Proteine priorisiert. Die Proteine, die bereits vor
der Induktion (to) unterschiedlich exprimiert wurden, konnten als Bezugspunkt der Analyse
herangezogen werden. Obwohl auf Genomebene keine Unterschiede zwischen den Stdammen
existieren sollten, kdnnen sie Hinweise auf unerwartete Expressionsunterschiede liefern.
Proteinunterschiede, die eine Stunde nach der Induktion auftreten, kdnnen einen grof3eren
Einfluss auf die heterologe Proteinexpression als solche haben, die erst zwei Stunden nach
Induktion unterschiedlich exprimiert werden. Proteinspots, die sich vor dem Zeitpunkt t, nicht
unterschieden, wurde die geringste Prioritdt zugewiesen. Unter diesen Voraussetzungen

reduzierte sich die Anzahl der zu analysierenden Proteinspots auf 170.
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3.3.2.3 Massenspektrometrische Analyse

Die Identifikation der Proteine erfolgte mittels Massenspektrometrie (2.5.7). Von den 170
untersuchten Proteinspots konnten 54 % identifiziert werden. Darunter wurden 10 Proteine
identifiziert, deren Funktion im Stoffwechsel von E. coli noch unbekannt ist. Bei der MS-
Analyse wurden teilweise mehrere Proteine innerhalb eines Spots detektiert, so dass in 81
Spots 110 verschiedene Proteine identifiziert wurden. Zum Analysenzeitpunkt t, konnten 18
Proteinspots identifiziert werden, wovon in sieben Spots mehr als ein Protein detektiert wurde.
Eine Stunde nach der Induktion (t) wurden 51 Proteinspots analysiert. Bei 41 % wurden
mehrere Proteine pro Spot gefunden. Insgesamt konnten 38 Proteinspots einem definierten

Protein zugewiesen werden.

3.3.24 Stoffwechselanalyse

Um eine Ubersicht des unterschiedlichen Stoffwechselverhaltens von Hoch- (WT) und
Niedrigproduzenten (Var) zu erhalten, wurden die Expressionsprofile in einem ersten Schritt
global ausgewertet. Hierfir wurden die Proteine entsprechend ihrer Stoffwechselfunktion
gruppiert. Durch eine weiterfihrende, detaillierte Analyse sollten Hinweise fir eine rational

gefuhrte Expressionsoptimierung des Niedrigproduzenten erarbeitet werden.

Globale Stoffwechselanalyse

Fir die globale Analyse der Stoffwechseldaten erfolgte eine Einteilung in die Bereiche
Katabolismus, Anabolismus und Adaption. Im Bereich ,Katabolismus“ wurden alle
identifizierten Proteine aus Stoffwechselwegen flr den Zuckerabbau eingeordnet. In der
Gruppe ,Anabolismus® wurden Proteine aufgefuhrt, die in der Nukleinsdure-, Aminosaure-,
Lipid- und Zucker-Synthese von Bedeutung sind. Proteine, die mit der Anpassung von Zellen
an sich andernde Umweltbedingungen zusammenhdngen, wurden dem Bereich
»~Adaption“ zugeordnet.

Tab. 10 gibt einen Uberblick Gber die Anzahl der Proteine, die dem jeweiligen Bereich
zugeordnet wurden. Da einzelne Proteine teilweise mehreren Untergruppen zugeordnet

werden konnten, sind Mehrfachnennungen eines identifizierten Proteins moglich.
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Tab. 10: Globale Stoffwechselanalyse der Expressionsprofil-Daten.

Die Proteine, deren Expression im Hoch- und Niedrigproduzenten verandert ist, wurden nach
Stoffwechselfunktion gruppiert. Die Anzahl der Proteine innerhalb einer Gruppe wurde entsprechend
ihres Vorkommens im jeweiligen Expressionssystem gegenlbergestellt.

Anzahl identifizierter Proteine
Bereich Gruppe Hochproduzent Niedrigproduzent
(WT) (Var)
Katabolismus Zucker-Abbau 5 8
Aminosaure-Synthese 6 2
Anabolismus Nukleinsdure-Synthese 6 14
Zucker-Synthese 2 1
Lipid-Synthese 3 1
Transkription 1 1
Translation & Modifikation 3 10
Transport 3 3
AuRere Membran 8 2
Adaption Globale Regulatoren 2 1
Detoxifikation 1 2
Allgemeiner Stress 4 3
Degradation 12 4
Zellentwicklung 5 0
Cofaktoren & Carrier 4 1

Bei der Analyse der Proteomdaten war besonders auffallend, dass innerhalb der Hauptgruppe
»~Anabolismus® viele Proteine aus der Purin- und Pyrimidin-Synthese in der Expression
betroffen waren. Im Rahmen der Zellreaktion auf sich andernde Umweltbedingungen, konnten
die meisten Gruppen im Bereich ,Adaption“ definiert werden. So wurden z. B. der Gruppe
»Allgemeiner Stress® Hitzeschockproteine und der Sigma Faktor 38 oder der Gruppe
,Degradation® Proteine fir den Abbau von RNA oder Eiweil’en zugeordnet. Die Gruppe
»Zellentwicklung® umfasste beispielsweise Proteine flur den Aufbau von Peptidoglykan oder

Proteine, die bei der Zellteilung eine Rolle spielen.

Detaillierte Stoffwechselanalyse

Eine detaillierte Analyse der Expressionsdaten wurde mit Hilfe der zuvor definierten
durchgeflhrt. Die

Expressionsunterschiedes und des zugehdérigen p-Wertes aus dem Student t-Test (3.2.2.2) zu

Stoffwechselgruppen Proteine wurden anhand ihres
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den Kultivierungszeitpunkten to, t; und t, bewertet. Eine Ubersicht der Daten ist im Anhang

aufgefluhrt.

Im Bereich ,Katabolismus® wurden vor allem im Var-System viele Proteine detektiert, die im
Bereich der Substratkettenphoshporylierung eine Rolle spielen. Aus der Glykolyse wurden die
Enzyme Phosphoglycerat-Kinase (Pgk) und Phosphoglycerat-Mutase (GpmA) identifiziert. Pgk
katalysiert unter Bildung von ATP die Umwandlung von 1,3-Bisphosphoglycerat zu 3-
Phosphoglycerat. Im Anschluss wird 3-Phosphoglycerat mittels GpmA in 2-Phosphoglycerat
umgewandelt. Beide Proteine wurden im Niedrigproduzenten (Var) um den Faktor 1,4 (t1) bzw.
2,3 bis 2,6 (t;) Uberexprimiert. Neben Enzymen aus der Glykolyse wurde auch die 2-Keto-3-
desoxy-6-phosphogluconat-Aldolase (KDPG-Aldolase, Eda) im Niedrigproduzenten detektiert.
Die KDPG-Aldolase katalysiert im Entner-Doudoroff-Abbauweg die Umwandlung von KDPG zu
Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat. Im Vergleich zum WT-System wurde sie um die bis
zu 2,3-fache Menge (t;) Uberexprimiert. Der weitere Abbau von Pyruvat zu Acetyl-CoA kann
durch den Pyruvatdehydrogenase-Multienzymkomplex erfolgen. Im Niedrig-
Expressionssystem wurde AceE um einen Faktor bis zu 2,2 (t1) Uberexprimiert. AceE ist
Bestandteil der Pyruvatdehydrogenase (E1) im Multienzymkomplex und am ersten Schritt der
Umwandlung zu Hydroxyethyl-TPP beteiligt. Beim weiteren Abbau von Acetyl-CoA durch den
Tricarbonsaure-Zyklus (TCA) wurde die Malat-DH (Mdh) detektiert, die bis zu einem Faktor
von 3,0 (t;) im Niedrigproduzenten tberexprimiert wurde. Im Hochproduzenten hingegen fielen
aus dem TCA die Enzyme Ketoglutarat-DH (SucB) und eine Untereinheit der Succinat-DH
(SdhA) auf. Wahrend SdhA bei der Regeneration des Oxalacetats beteiligt ist, katalysiert SucB
unter Bildung von Reduktionsaquivalenten die irreversible oxidative Decarboxylierung von 2-
Oxoglutarat. Die Proteine wurden um Faktoren von -2,9 (SdhA, t;) bzw. bis zu -4,4 (SucB, t,)
Uberexprimiert. Weiterhin wurden im Niedrigproduzenten die Transketolase (TktA) aus dem
Pentosephosphat-Weg detektiert. Die Reduktion von Flavin, Riboflavin, FMN oder FAD wird
durch die Flavin-Reduktase (UbiB) katalysiert, die im Hochproduzenten bis zu einem Faktor
von -2,3 (t1) Gberexprimiert wurde. Aus dem Bereich der Elektronentransport-Phosphorylierung
wurden die a- und B-Untereinheit der ATP-Synthase (AtpA, AtpD) identifiziert.

Im Bereich ,Anabolismus‘ wurden Proteine flr die Aminosaure-, Nukleinsaure-, Zucker- und
Lipid-Synthese unterschieden. In der Gruppe der Aminosdure-Synthese wurden vor allem
Enzyme im WT-Expressionssystem Uberexprimiert. So fielen Enzyme flr die Synthese von
Cystein (CysK), Lysin (DapA) und Phenylalanin (PheA) auf. Ebenso wurden die Enzyme LeuA,

LeuC und IlvB detektiert, die bei der Synthese von Aminosauren mit aliphatischen Seitenketten
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eine Rolle spielen. Im Vergleich dazu wurden im Niedrigproduzenten die D-3-Phosphoglycerat-

Kinase (SerA) fur die Herstellung von Serin und die Serin-Hydroxymethyltransferase (GlyA) fur

die Synthese von Glycin Gberexprimiert.

Die meisten anabolen Proteine konnten der Gruppe ,Nukleinsdure-Synthese“ zugeordnet

werden. Im Niedrigproduzenten (Var) wurden hierbei mehr als doppelt so viele Enzyme mit

veranderter Expressioin detektiert als im WT-System. Grundsatzlich kann unterschieden

werden, ob die Nukleinsduren de novo synthetisiert oder aus bestehendem Zellmaterial

regeneriert werden. Tab. 11 gibt einen Uberblick Uber die identifizierten Enzyme, ihre

Expressionsfaktoren und die von ihnen katalysierten Reaktionen.

Tab. 11: Ubersicht der detektierten Proteine fiir die Nukleinséure-Synthese im Bereich der Regeneration
bestehenden Zellmaterials. Die Expressionsfaktoren (fc) kennzeichnen den Grad der Uberexpression.
Die Proteine mit negativem Vorzeichen wurden im Hochproduzenten (WT) Uberexprimiert.

Protein Stoffwechselweg Nukleinsaure | fc (to) | fc (t;) | fc (L)
AMP H,O + AMP « Adenin | Adenin- und
Amn Nukleosidase + D-Ribose-5- Hypoxanthin- | -1,83 | -1,76 | -2,45
Phosphat Nukleoside
Adenin- : Adenin- und
Apt phosphoribosyl- mzpfp/;de”'” < Hypoxanthin- | < 11,41 | < 11,41 | -2,16
Transferase ' Nukleoside
. . CMP + ATP « CDP + Pyrimidin
Cmk |Cytidylat-Kinase | yn5 Ribonukleotide | <1141 | 188 | 247
CodA Cytosin- H,O + Cytosin « Pyrimidin <I1,4| 1,50 2,95
Deaminase Ammonium + Uracil Ribonukleotide | < 11,41 | < 11,41 | -2,16
Abbau von
2-Deoxyribose- |Deoxyribose-5-P « Purin- und
DeoC |5-phosphat- Acetaldehyd + D- Pyrimidin <14l |<M1,4| -2,33
Aldolase Glycerinaldehyd-3-P Deoxyribo-
nukleosiden
Serin- L-Serin + THF < 5,10- Purin <114l | <1141 | 221
GlyA hydroxymethyl- |[methylen-THF + Biosynthese
Transferase Glycin + H,O aus 5,10-mTHF | <I11,41 | 1,62 3,14
Xanthosin-5-P + PP,
ﬁanthin-Ghuanin- Z Xanthinp-ll-?gEPP; Adenin- und
ypoxanthin- uanin + “ .
Gpt | phosphoribosyl- |GMP + PP, H,\-‘{E%’;gtlzg‘ <haly<ial 2,20
Transferase Hypoxanthin + PRPP
< IMP + PP,
dTPD-Glukose- |dTPD-L-Rhamnose .
RfbB 4,6-Dehydratase | Biosynthese Nukleoside |<I11,41 |<I1,41| 2,30
Udp Uridin- P; + Uridin < Ribose- Pyrimidin <|1,4l| 1,56 2,07
Phosphorylase |1-P + Uracil Ribonukleotide | < 11,41 | <I11,41 | 2,70
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Die Neusynthese von Purinnukleotiden erfolgt tber die aktivierte Pentose 5-Phosphoribosyl-1-
pyrophosphat (PRPP). Diese wird aus Ribose-5-P und ATP mit Hilfe der Phosphoribosyl-
pyrophosphat-Synthetase (PrsA) synthetisiert, die auch in dieser Expressionsprofil-Analyse
detektiert wurde. Das bei der Reaktion freigesetzte AMP wird mittels Adenylat-Kinase (Adk)
und ATP zu ADP umgewandelt. Adk wurde im Niedrig-Expressionssystem um die Faktoren 1,6
(t1) bzw. 2,5 (t,) Uberexprimiert. In der weiteren Purinsynthese wird mit Hilfe von PRPP in
mehreren Reaktionsschritten Inosin-5-monophosphat (IMP) hergestellt, das als Vorstufe fur die
Herstellung von Adenosin-5-monophosphat (AMP) bzw. Guanosin-5-monophosphat (GMP)
dient. 4 der 11 Pur-Enzyme, die bei der Herstellung von IMP beteiligt sind, wurden in der
vorliegenden Analyse im Niedrigproduzenten Uberexprimiert: PurC, PurH, PurK und PurN.

Im Bereich der Pyrimidin-Synthese wurden die Proteine CarA, PyrB und PyrD detektiert. Die
Herstellung von Uridin-5-monophosphat (UMP) bzw. Cytosin-5-monophosphat (CMP) erfolgt
Uber das Zwischenprodukt Orotat, welches entweder in die Zelle transportiert oder neu
synthetisiert werden kann. Die Herstellung von Orotat erfolgt aus den Bausteinen Aspartat und
Carbamoylphosphat, die von der Aspartat-carbamoyl-Transferase (PyrB) katalysiert wird.
Carbamoylphosphat wird mit Hilfe der Carbamoylphosphat-Synthetase (CarA) aus L-Glutamin
und Hydrogencarbonat unter ATP-Verbrauch hergestellt. Beide Enzyme wurden im Niedrig-
Expressionssystem detektiert. Wahrend CarA um die 2,1-fache (t;) bzw. 2,7-fache (t,) Menge
Uberexprimiert wurde, unterschied sich PyrB um die Faktoren 2,9 (t,) bzw. 3,1 und 4,8 (t2). Im
weiteren Verlauf der Reaktion tritt Dihydroorotat auf, das mit Hilfe der Dihydroorotat-Oxidase
(PyrD) unter Abspaltung von Wasserstoffperoxid zu Orotat umgewandelt wird. Die
Uberexpression von PyrD im Hochproduzenten war mit Faktoren von -11,5 (t;) bzw. -5,6 ()

aulRergewohnlich hoch.

Im Bereich ,Zucker-Synthese“ konnten die Enzyme Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase
(PckA) aus der Gluconeogenese und die Glutamat-Synthase (GItD) identifiziert werden. Beide
Enzyme wurden im Hochproduzenten Uberexprimiert. Im Niedrigproduzenten wurde die
Glutamin-Fruktose-6-Phosphat-Aminotransferase (GImS), ein Enzym flur die Herstellung von
Aminozuckern, detektiert.

In der Gruppe der ,Lipid-Synthese“ fiel die Uberexpression der Fab-Proteine auf. Die
Herstellung von Lipiden beginnt mit der Carboxylierung von Acetyl-CoA, das in einer
biotinabhangigen Reaktion durch die Acetyl-CoA-Carboxylase aktiviert wird. Der
Enzymkomplex besteht aus zwei katalytischen Einheiten, welche die Synthese von Malonyl-
CoA durchflihren. Die Biotin-Carboxylase (AccC) stellt eine dieser Einheiten dar und wird im

Hochproduzenten um die Faktoren -2,3 bzw. -3,4 (t;) Uberexprimiert. Im weiteren
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Reaktionsverlauf wird Malonyl-CoA mit dem Acetyl-Acyl-Carrier-Protein (Acetyl-ACP) zu
Acetoacetyl-ACP umgesetzt. Die Reaktion wird durch die B-Ketoacyl-ACP-Synthase (KAS)
katalysiert. In E. coli existieren drei verschiedene KAS. In der vorliegenden Analyse wurden
Kasll (FabF) und Kaslll (FabH) im Hochproduzenten Uberexprimiert. Kasll spielt bei der
temperaturabhangigen Regulation fur die Fettsdurezusammensetzung eine wichtige Rolle und
wird flr die Kettenverlangerung von Palmitoleat benétigt (fc -4,0 (t,)). Die Produkte, die mit
Hilfe von KASIII (FabH) hergestellt werden, sind kurzer als bei KASI oder KASII. Im Gegensatz
zu diesen Enzymen verwendet KASIII fir die Reaktion Acetyl-CoA anstatt Acetyl-ACP (fc -1,4
(to), -2,7 (t1), -6,9 (t2)). Wahrend im Hochproduzenten die Uberexprimierten KAS-Enzyme eine
wichtige Rolle spielten, wurde im Niedrigproduzenten die B-Ketoacyl-ACP-Reduktase (FabG)
um die Faktoren 1,9 (t,) bzw. 4,8 (t,) Uberexprimiert. FabG ist flr die Elongation der Fettsduren

von Bedeutung.

Der Bereich ,Adaption® wurde in die Gruppen Transkription, Translation & Modifikation,
Transport, Cofaktoren & Carrier, globale Regulatoren, allgemeiner Stress, Detoxifikation,
Degradation, Zellentwicklung und aufdere Membran unterteilt.

Proteine, die bei der Transkription der mRNA eine Rolle spielen und im Rahmen dieser
Expressionsanalyse detektiert wurden, waren der Terminationsfaktor Rho (p), der im WT
Uberexprimiert und die a-Untereinheit der RNA-Polymerase (RpoA), die im Niedrigproduzenten
detektiert wurde. Im Bereich der Proteinbiosynthese wurden vor allem die Aminoacyl-t-RNA-
Synthetasen AsnS, GlyS, PheS, LysS, LysU im Var-System Uberexprimiert. Weiterhin wurden
im Niedrigproduzenten die t-RNA-Guanin-Transglykosylase (Tgt), das L9-Protein der
ribosomalen 50S-Untereinheit (Rpll), der Elongationsfaktor FusA, der Terminationsfaktor Rf2
und die Peptidyl-prolyl-cis-trans-lsomerase B (PpiB) identifiziert. Im Gegensatz dazu wurden
im Hochproduzenten der Transkriptions-Initiationsfaktor IF-2 (InfB), der Elongationsfaktor TufA
und die Methionin-Aminopeptidase (Map) Uberexprimiert.

In der Gruppe ,Transport® wurden zwei Proteine des Phosphotransferase-Systems (PTS)
detektiert. Im WT-Expressionssystem wurde ManX als Teil des Mannose-spezifischen und im
Var-Expressionssystem Crr als Teil des Glukose-spezifischen Aufnahmesystems identifiziert.
Als Bestandteile von ABC-Transportern fir Thiosulfat und Ribose wurden die
periplasmatischen Substratbindeproteine CysP und RbsB im Niedrigproduzenten detektiert. Im
Gegensatz dazu wurden im Hochproduzenten die Proteine FhuC und OppA Uberexprimiert.
FhuC ist als ATP-hydrolysierende Komponente Teil des Eisen(lll)-Hydroxamat-ABC-
Transporters. OppA fungiert als periplasmatisches Substratbindeprotein im Oligopeptid-

64



Ergebnisse

Transport und fiel in der Proteomanalyse durch besonders hohe Expressionsfaktoren von -5,2

(t;) und -10,6 (t,) auf (Abb. 16).

Abb. 16: Expressionsprofil von OppA zu den Kultivierungszeitpunkten t;.

Das periplasmatische Substratbindeprotein OppA fiel in der Proteomanalyse durch besonders hohe
Expressionsunterschiede auf. Mit Hilfe des Auswerteprogramms DeCyder™ wurde OppA im 2-D Gel
lokalisiert (B). In den Abb. C - D sind die Proteinspots Uber den Kultivierungsverlauf im Vergleich von
Hoch- (schwarzer Bildrand) und Niedrig-Produzent (blauer Bildrand) gegenlbergestellt. Vor der
Induktion (tp) konnte kein Unterschied in der Expression von OppA detektiert werden (B). Eine Stunde
nach der Induktion unterschieden sich die Expressionswerte bereits um den Faktor -5,2 (C). Zwei
Stunden nach der Induktion wurde OppA im WT-System aulerordentlich stark tberexprimiert und der
Unterschied auf einen Faktor von -10,6 quantifiziert (D). Die statistischen p-Werte lagen mit 0,00014 (t,)
und 0,000043 (t;) deutlich unter der geforderten Grenze von 1 % (3.2.2.2).

Weitere Proteine wurden in der Gruppe ,auf’ere Membran“ zusammengefasst. Neben den
Proteinen FhuA und RfaD wurden viele Proteine der Omp-Familie detektiert. Hierzu zahlen
das Protein 3b der duReren Membran (OmpT) und OmpP, die als Proteasen fungieren.
Weiterhin wurde der globale Regulator OmpR identifiziert, der u.a. die Transkription von OmpC
reguliert, das dem unspezifischen Stofftransport kleiner hydrophiler und ionischer Solute dient.
Neben OmpC konnten weiterhin die Porine OmpA und TolC identifiziert werden. Ein
essentieller Bestandteil der dufleren Membran wurde mit dem Imp-Protein detektiert. Imp

wurde um die Faktoren -1,5 (t1) und -2,2 (t;) Uberexprimiert und spielt beim Aufbau des
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Lipopolysaccharids (LPS) und der Toleranz gegeniber organischen Ldsungsmitteln eine
wichtige Rolle. Der Grofteil der Proteine in der Gruppe ,aulere Membran“ wurde im
Hochproduzenten Gberexprimiert.

Neben dem bereits erwdhnten Regulator OmpR wurden weiterhin PhoR und Dps in der
Gruppe der ,globalen Regulatoren® identifiziert. PhoR ist als Sensorkinase Bestandteil des
PhoR/PhoB Zweikomponenten-Systems, das bei Phosphatmangel aktiviert wird. Wahrend
OmpR und PhoR im Hochproduzenten {berexprimiert wurden, wurde im Var-
Expressionssystem Dps detektiert. Dps wurde mit einem Faktor von 2,0 zum Zeitpunkt t,
Uberexprimiert und kann als Hinweis fir allgemeine Mangelerscheinungen verstanden werden.
Es wird im Zusammenhang mit oxidativen Stresssituationen genannt und gilt als
Protektorprotein flir DNA.

Einen weiteren Hinweis auf oxidativen Stress lieferten die Proteine SodA und SodB, die um die
Faktoren 1,5 (t;) bzw. 1,8 und 2,7 (t,) im Niedrigproduzenten Uberexprimiert wurden. In beiden
Fallen handelt es sich um Superoxid-Dismutasen, die Superoxid-Radikalanionen zu
Wasserstoffperoxid und Sauerstoff umwandeln. Wahrend SodB Eisen(lll) als Cofaktor
verwendet, ist bei SodA die Anwesenheit von Mangan erforderlich. Im Hochproduzenten
wurde im Gegensatz dazu die Katalase (KatG) identifiziert. KatG wandelt Wasserstoffperoxid
in Wasser und Sauerstoff um und wurde um die Faktoren -1,5 (t1) bzw. -2,8 (t,) Uberexprimiert.
Die Gruppe Detoxifikation umfasste somit ausschlieRlich Proteine zur Entgiftung schadlicher
Sauerstoffspezies.

Hinweise auf einen allgemeinen Zellstress gaben im WT-Expressionssystem die
Hitzeschockproteine Hsp 70 (DnaK) und Hsp 90 (HptG) sowie der Trigger-Faktor (Tig) und die
periplasmatische Serinprotease HtrA (DegP). DegP gilt, wie auch die Lysyl-t-RNA-Synthetase
LysU, als Hitzeschockprotein. Im Gegensatz zum konstitutiv exprimierten LysS wird LysU bei
hohen Temperaturen, alkalischem pH-Wert und anaeroben Wuchsbedingungen induziert.
Weiterhin wurde im Niedrigproduzenten der Sigma-Faktor 38 (RpoS) detektiert, der u. a. auf
einen Carbon- bzw. Aminosduremangel hinweist.

Die grofdte Gruppierung im Bereich ,Adaption” umfasst Proteine aus degradativen Prozessen.
Wahrend die Proteine GatY, GIf, Kdul, Pta und KdgK mit dem Abbau kleinerer
Kohlenstoffverbindungen im Zusammenhang stehen, wurden einige proteolytische Enzyme
identifiziert. Die meisten Proteasen wurden im Hochproduzenten (WT) Uberexprimiert.
Besonders auffallend war der aullerordentlich hohe Expressionsunterschied der

cytoplasmatischen Prolin-Dipeptidase PepQ (Tab. 12).
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Tab. 12: Ubersicht der in der Expressionsanalyse identifizierten Proteasen.

Die Tabelle stellt die proteolytische Enzyme und ihre Expressionsunterschiede (fc) anhand der
Kultivierungszeitpunkte to, t1 und t; gegeniber. Proteasen, die im Hochproduzenten (WT) Uberexprimiert
wurden, sind mit einem negativen Vorzeichen gekennzeichnet.

Protease Zelllokalisation fc (to) fc (t4) fc (to)
HtrA . .
(DegP) Serinprotease Pe"rlplasma <I1,41 <I1,41 -1,8
OmpP | Protein X AuBere <1141 15 2.4
I\/_I_embran
OmpT | Protein 3a AuBere <114l <114l 2,3
Membran
Aminoacyl- < 11,41 < 11,41 2,2
PepD H!stldlr)- Cytoplasma <1141 15 17
Dipeptidase
PepQ Prolin-Dipeptidase Cytoplasma <11,41 -2,4 -7,2
PepN Aminopeptidase N Cytoplasma <11,41 1,6 2,1

Weiterhin wurden neben TnaA, das beim Abbau von L-Tryptophan und L-Cystein beteiligt ist,
RNaselll (Rnc) im Hochproduzenten Gberexprimiert. Mit Faktoren von -3,0 (t1) bzw. -3,3 und -
2,4 (t,) wies Rnc damit auf einen massiven Abbau ribosomaler RNA hin.

Proteine, die der Gruppe ,Zellentwicklung® zugeordnet wurden, standen entweder mit
Zellwand-Prozessen in Verbindung (DacA, DacC, MurE) oder spielten bei Vorgangen der
Zellteilung eine Rolle (MukF, FtsA). Wahrend MukF (fc -2,5 (t;)) bei der Aufteilung des
Bakterienchromosoms involviert ist und im Zusammenhang von MukB mit dem
Zelltdétungssignal KicB steht, kann die GbermaRige Expression von FtsA (fc -1,4 (to, t) zur
Inhibierung der Zellteilung flhren. Alle Proteine der Gruppe ,Zellentwicklung® wurden im
Hochproduzenten Gberexprimiert.

Der Gruppierung ,Cofaktoren & Carrier® wurden Proteine fur die Synthese der Coenyzme
Tetrahydrofolat (FolD), Pyridoxal (PdxB) und Coenzym A (PanC) zugeordnet. Weiterhin
wurden mit Glutathion (GrxB) und GshA Proteine detektiert, die im Zusammenhang mit
antioxidativen Prozessen stehen. Dies wurde im Hochproduzenten besonders durch die
signifikante Uberexpression von GrxB um die Faktoren -5,2 (t;)und -4,3 (t,) deutlich.

Eines der auffilligsten Proteine in der Expressionsprofil-Analyse war der
Transkriptionsrepressor Lacl. Dieser wurde im Hochproduzenten (WT) Uberexprimiert und in
mehreren Proteinspots identifiziert. Bereits vor der Induktion wurden Expressionsunterschiede
um Faktoren zwischen -1,4 und -3,7 detektiert. Im Laufe der Kultivierung stieg der Unterschied
auf die bis zu 8-fachen Mengen an (Abb. 17).
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Abb. 17: 2-D Gele mit den Proteinspots des Lacl Repressors.

Der Transkriptionsrepressor Lacl wurde in mehreren Proteinspots (rot) gefunden und bei der
Auswertung entsprechend nummeriert (B). Bildabschnitt A dokumentiert die Lage der Proteinspots im
gesamten 2-D Gel. Die weiteren Bildausschnitte stellen die Proteinspots von Niedrig- (B) und
Hochproduzent (C) gegenuber. Lacl wurde bis zu einem Faktor von 7,6 im WT-System Uberexprimiert.

Neben den Proteinen, deren metabolische Funktion noch nicht geklart ist, wurde auch das
rekombinante Produkt Gluc-DH in den 2-D Gelen detektiert.

Im Rahmen der vorliegenden Expressionsanalyse konnte gezeigt werden, dass sich die DIGE-
Technologie fur den Vergleich von Wirt-/Vektor-Expressionssystemen auf Proteombasis eignet.
Im Gegensatz zu herkdbmmlichen Methoden, die zur Charakterisierung des Zellverhaltens
wahrend der Kultivierung verwendet werden, gestattet die Analyse der Expressionsprofile
detailliertere Einblicke in den Zellmetabolismus. Die Auswertung der Proteomdaten ermoglicht
es, Hinweise fir die unterschiedlichen Expressionsleistungen des rekombinanten Produkts zu

finden und das Stoffwechselverhalten des Modellsystems besser zu verstehen.
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3.4 Expressionsoptimierung

Die Erkenntnisse der expression profiling-Analyse sollten dazu verwendet werden, die
Produktionsleistung des Niedrig-Expressionssystems (Var) zu verbessern. Hierflr sollte ein
rationaler Optimierungsansatz erarbeitet und untersucht werden, ob durch dessen praktische

Umsetzung die Expressionsleistung erhéht werden kann.

3.41 Einfluss der Plasmidkopienzahl

Die Uberexpression des Transkriptionsrepressors Lacl im Hochproduzenten (WT) wies auf
eine unterschiedliche Plasmidkopienzahl zwischen den Vergleichssystemen hin (Abb. 17). Da
Lacl nur auf dem Expressionsvektor kodiert ist, sollte der Niedrigproduzent Ilaut
Proteomanalyse eine geringere Kopienzahl aufweisen. Die Sequenzierung (2.6.2) der
Expressionsvektoren pQE8OL-WT und pQES80OL-Var (Tab. 4) zeigte auller den bekannten
Unterschieden im Zielgen keine weiteren Mutationen in den Ubrigen Strukturgenen (Daten
nicht gezeigt). Der Nachweis unterschiedlicher Plasmidkopienzahlen sollte daher mit einer

zweiten Methode erfolgen.

3411 Nachweis unterschiedlicher Plasmidkopienzahlen

Um unterschiedliche Plasmidkopienzahlen direkt nachzuweisen, wurde die Methode von Lee
et al. (2006a) verwendet. Die Plasmidkopienzahl wurde mittels quantitativer PCR (QPCR)
bestimmt, indem die amplifizierte Menge eines plasmidkodierten Gens (B-Lactamase, bla) der
eines genomischen Gens (1-Deoxyxylulose-5-phosphat-Synthase, dxs) gegenubergestellt
wurde (2.6.9). Fur die Quantifizierung der amplifizierten DNA-Mengen war die Herstellung des
Kalibratorplasmids pQES80L-Var-dxs notwendig. Hierfir wurde ein Abschnitt des 1-
Deoxyxylulose-5-phosphat-Synthase-Gens (dxs) amplifiziert und in den Vektor pQE80L-Var
ligiert (2.6.7.1).

Plasmidkopienzahlbestimmung

Die Amplifikation der Gene bla und dxs (2.6.9) erfolgte zwischen Konzentration von 10° bis 10°
Kopien/ul. Die Kalibrationskurven wurden in Doppelmessungen bestimmt. Tab. 13

dokumentiert die Berechnung der Plasmidkopienzahl anhand des CP-Wertes.
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Tab. 13: Plasmidkopienzahlbestimmung mit dem Kalibratorplasmid.

Die Kalibrationskurven wurden mit dem Plasmid pQE80OL-Var-dxs zwischen Konzentrationen von 10° bis
10° Kopien/ul aufgenommen. Anhand des CP-Wertes wurden die Kopien/ul in einer Probe berechnet.
Das Verhaltnis der Kopien von bla zu dxs stellt die Plasmidkopienzahl dar.

Kopien/pl bla (Ist) dxs (Ist) . .
(Soll) CP Kopien/pl* CP Kopien/gr | | 1asmidkopienzahl
10° 20,31 9,44*10* 19,72 1,05*10° 1,11
10° 16,92 1,05*10° 16,61 1,07*10° 1,03
107 13,80 9,60*10° 13,87 8,34*10° 0,87
10° 10,24 1,20*10° 10,59 9,72*10" 0,81
10° 7,43 8,83*10° 7,35 1,10*10° 1,25
*  CP (bla) =-1,3352 * Ln (Kopien/ul) + 35,148 1,01

**  CP (dxs) =-1,4086 * Ln (Kopien/pl) + 36,441

Im Falle von pQES80L-Var-dxs liegen die Gene bla und dxs im Verhaltnis 1:1 vor, so dass sich
eine theoretische Plasmidkopienzahl von 1 ergibt. Mit der vorliegenden Methode wurde diese
im Mittel mit 1,01 bestimmt. Die Analyse des Kalibratorplasmids zeigte somit, dass die

Plasmidkopienzahl mit der vorliegenden Methode erfolgreich bestimmt werden kann.

Vergleich der Plasmidkopienzahlen von Hoch- und Niedrigproduzent

Zur Bestimmung der Plasmidkopienzahlen wurden die Expressionssysteme in einem Volumen
von 20 ml SB-Medium mit entsprechenden Additiven kultiviert (2.4). Die Probennahme erfolgte
vor der Induktion (to) bzw. 1 h (t1) und 2 h (t) nach Induktion. Nach der Isolierung der Gesamt-
DNA (2.6.4) wurde die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt (2.6.5). Im Anschluss
wurden die Proben mittels quantitativer PCR (2.6.9) analysiert und die Plasmidkopienzahl

anhand der Kalibrationskurven (Tab. 13) berechnet.

Die Analyse bestatigte die Hinweise aus der Expressionsprofil-Analyse und zeigte, dass sich
die Plasmidkopienzahlen der Vergleichssysteme deutlich unterscheiden. Abhangig vom
Kultivierungszeitpunkt ist die Plasmidkopienzahl im Gluc-DH Hoch-Expressionssystem (WT)
um Faktoren zwischen 2,0 und 2,8 hoher als im Niedrig-Expressionssystem der
Enzymvariante (Abb. 18).
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Abb. 18: Bestimmung der Plasmidkopienzahlen im Expressionsmodell.

Der Vergleich des Hoch- (WT) und Niedrig-Expressionssystems (Var) zeigte, dass sich die
Plasmidkopienzahlen zu den Kultivierungszeitpunkten to, t; und t, deutlich unterscheiden. Das WT-
System verfiigt trotz gleichem Expressionsvektor Uber eine hdhere Plasmidkopienzahl als das Var-
System. Die Daten wurden aus Doppelbestimmungen von jeweils zwei unabhangigen biologischen
Replikaten aufgenommen. Die technischen und biologischen Variationen der Bestimmung lagen
durchschnittlich bei 11 %.

3.41.2 Erhohung der Plasmidkopienzahl

Um die Produktionsleistung des Niedrig-Expressionssystems zu verbessern, sollte aufgrund
der vorliegenden Ergebnisse (Abb. 18) die Plasmidkopienzahl des verwendeten
Vektorsystems erhoht werden. Die pQE8OL-Plasmide verfugen Uber einen ColE1-
Replikationsursprung (origin of replication, ori). Demnach sollte durch den Austausch gegen
einen pUC-Replikationsursprung eine signifikante Erhéhung der Plasmidanzahl méglich sein.
Far die Herstellung des neuen Vektorkonstrukts wurde das pQE80L-Var Plasmid (Tab. 4) ohne
die DNA-Sequenz des ColE1 ori amplifiziert. Der pUC-ori wurde aus dem Vektor pBSK(+) (Tab.
4) gewonnen. Durch Ligation der beiden PCR-Produkte wurde das Expressionsplasmid
pQEB8OL-pUC-Var hergestellt (2.6.7.2).
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Nachweis erhéhter Plasmidkopienzahlen im Niedrig-Expressionssystem

Um 2zu dberprifen, ob der Austausch des Replikationsursprungs zu hdheren
Plasmidkopienzahlen flihrte, wurde das herkdmmliche Niedrig-Expressionssystem (E. coli
XL1Blue/pQES80OL-Var, Var) mit dem optimierten Wirt-/Vektorsystem fir die Enzymvariante (E.
coli XL1Blue/pQE80L-pUC-Var, Var-pUC) verglichen. Hierfir wurden die Zellen im Mal3stab
der Expressionsprofil-Versuche kultiviert (2.4) und die Plasmidkopienzahlen der
Kultivierungszeitpunkte to, t; und t, mittels quantitativer PCR bestimmt (2.6.9).

Die Analyse zeigte eine signifikante Erhdhung der Plasmidkopienzahl im Expressionssystem
Var-pUC. Im Vergleich zum Var-System war die Plasmidkopienzahl vor der Induktion um den
Faktor 10,5 hoéher, zum Zeitpunkt t; lagen um den Faktor 7,7 und zwei Stunden nach der
Induktion um den Faktor 9,1 mehr Plasmide im Var-pUC-System vor. Die
Plasmidkopienzahlen wurden in Doppelbestimmungen anhand von jeweils zwei voneinander

unabhangigen biologischen Replikaten gemessen (Daten nicht gezeigt).

Effekte der Plasmidkopienzahl-Erhé6hung auf das Wuchs- und Expressionsverhalten

Der Einfluss der erhéhten Plasmidkopienzahl auf das Wuchs- und Expressionsverhalten der
Zellen wurde unter den identischen Kultivierungsbedingungen wie bei der Expressionsprofil-
Analyse untersucht (3.1.2). Die Analyse zeigte, dass das Var-pUC-Expressionssystem
langsamere Wachstumsraten aufwies als das urspringliche Niedrig-Expressionssystem der
Enzymvariante (Var). Var-pUC ging allerdings im Gegensatz zum WT-Hochexpressionssystem

nach der Induktion nicht direkt in die stationdre Wuchsphase uber (Abb. 19).
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Abb. 19: Effekte der Plasmidkopienzahl-Erhéhung auf das Wuchsverhalten.

Das Wirt-/Vektor-System fir die Gluc-DH Enzymvariante mit erhdhter Plasmidkopienzahl (Var-pUC)
wies im Vergleich zum Niedrig-Expressionssystem (Var) geringere Wachstumsraten auf. Die Grafik zeigt
Daten von jeweils zwei unabhangigen biologischen Replikaten der Vergleichssysteme, die mit 1 und 2
gekennzeichnet wurden.

Die Untersuchungen zur Produktionsleistung wurden anhand des exprimierten, rekombinanten
Proteins sowie Uber die Enzymaktivitat bewertet.

Fir die Bestimmung der absoluten Produktionsleistung wurde im Rahmen dieser Arbeit ein
Gluc-DH-spezifischer ELISA etabliert (Abb. 7). Hierfur wurden polyklonale Gluc-DH (WT)-
Antikérper aus Kaninchen-Rohserum gereinigt. AnschlieRend wurden Teile des 1gGs
biotinyliert bzw. digoxygenyliert (2.5.4). Fur den ELISA wurden Streptavidin markierte
Mikrotiterplatten verwendet und mit dem biotinylierten Fangantikérper PAK<Gluc-DH>K-IgG-
Bi(DDS) inkubiert. Nach dem Probenauftrag (Gluc-DH) erfolgte ein Inkubationsschritt mit dem
digoxygenylierten Antikorper gegen die Gluc-DH (PAK<Gluc-DH>K-IgG-Dig(XOSu)). Die
Detektion wurde mit Hilfe eines Antidigoxygenin-POD-Konjugates unter Verwendung von
Wasserstoffperoxid und chromogenem ABTS durchgefuhrt (2.5.4).

Die Aktivitat der Gluc-DH wurde photometrisch bestimmt. Nach Inkubation des Zelllysates mit
PQQ wurde die Enzymkinetik mit Hilfe eines Mediators durch die Umsetzung von Glukose zu

Gluconolacton gemessen (Abb. 6; 2.5.5).
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Die Produktionsleistung zu den Kultivierungszeitpunkten t; und t, wurde auf die Expression pro
Zelle bezogen. Die Analyse mittels ELISA zeigte, dass die Expression der Gluc-DH
Enzymvariante durch den Austausch des Replikationsursprungs im Vektorsystem signifikant
verbessert werden konnte. Das Var-pUC System zeigt eine 6,6- (1) bzw. 9,2-fach (t;) héhere
Expressionsleistung als das herkdbmmliche Niedrig-Expressionssystem (Var). Auch die
Enzymaktivitdten konnten deutlich erhéht werden. Das optimierte Wirt-/Vektor-System (Var-
pUC) produziert um den Faktor 2,5 mehr aktives Enzym als das Referenzsystem (Var; Abb.
20).
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Abb. 20: Analyse zur Expressionsoptimierung der Gluc-DH Enzymvariante.

Durch die Plasmidkopienzahl-Erhéhung wurde eine signifikante Verbesserung der Expression der
Enzymvariante erreicht. Das optimierte Expressionssystem (Var-pUC) zeigt eine 6,6- bis 9,2-fach
hohere Produktionsleistung flr die heterologe Gluc-DH Expression als das herkémmliche Niedrig-
Expressionssystem Var (A). Die Ausbeuten aktiven Enzyms konnten durch die Optimierung um den
Faktor 2,5 verbessert werden (B).

Die Produktionsleistung des urspriinglichen Hochexpressionssystems (WT) liegt mit 62 (t;) und
65 (t,) mg/I*OD deutlich unter denen des optimierten Systems (Var-pUC). Die Enzymaktivitat
hingegen ist im Var-pUC System 3,1- (t;) bis 3,5-fach (t;) niedriger als im WT-

Expressionssystem (Daten nicht gezeigt).
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3.4.2 Loslichkeitsverbesserung

Die spezifische Enzymaktivitdt weist auf Probleme hinsichtlich der L&slichkeitsvermittlung
wahrend der rekombinanten Proteinproduktion hin. Der Vergleich des optimierten
Expressionssystems (Var-pUC) mit dem Niedrig-Expressionssystem (Var) zeigt, dass hdhere
Mengen rekombinantes Produkt im Verhaltnis zu einer geringeren spezifischen Enzymaktivitat
stehen (Abb. 20). Weiterhin werden im Vergleich zur WT-Expression zwar héhere Mengen
rekombinanter Gluc-DH im Var-pUC-System gebildet, die Ausbeuten aktiven Enzyms sind
jedoch geringer (3.4.1.2). In der expression profiling-Analyse wurden zudem Proteine
identifiziert, die als Faltungshelfer fungieren und im Hoch-Expressionssystem Uberexprimiert
werden (3.3.2.4). Aufgrund dieser Ergebnisse zielte die weitere Expressionsoptimierung auf

eine Léslichkeitsverbesserung des rekombinanten Proteins ab.

3.4.21 Reduktion der Plasmidkopienzahl

Um die Ausbeuten an léslichem, aktivem Enzym zu erhéhen, sollte der metabolische Stress
der rekombinanten Proteinexpression auf die Zelle reduziert werden. Dies wurde durch die
Reduktion der Plasmidkopienzahl im Niedrig-Expressionssystem (Var) getestet. Hierfir wurde
der ColE1-ori im pQES8OL-Vektor (Tab. 4) gegen einen p15A-Replikationsursprung
ausgetauscht (2.6.7.3).

Nachweis zur Reduktion der Plasmidkopienzahl

Der Nachweis reduzierter Plasmidkopienzahlen in E. coli XL1Blue/pQE80L-p15A-Var (Var-
p15A) wurde mittels quantitativer PCR durchgefihrt (2.6.9) und mit den Kopienzahlen des
Niedrig-Expressionssystems (E. coli XL1Blue/pQE80L-Var, Var) verglichen. Hierflr wurden die
Expressionssysteme im 400 ml-Maf3stab kultiviert (2.4). Die Analyse der Proben wies eine
Reduktion der Plasmidkopienzahl um die Faktoren 2,3 (to), 1,7 (t1) und 2,4 (t;) nach (Abb. 21).
Die Daten wurden in Doppelbestimmungen aus jeweils zwei unabhangigen biologischen

Replikaten generiert.
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Abb. 21: Nachweis der Plasmidkopienzahl-Erniedrigung im Var-p15A Expressionssystem.

Durch den Austausch des ColE1-Replikationsursprungs gegen einen p15A-ori konnte die
Plasmidkopienzahl im Var-p15A Wirt-/Vektor-System im Vergleich zum herkdmmlichen Niedrig-
Expressionssystem (Var) gesenkt werden. In Abhangigkeit der analysierten Kultivierungszeitpunkte (to,
t1 und t;) wurde die Kopienzahl um Faktoren zwischen 1,7 und 2,4 gesenkt. Der Variationskoeffizient lag
bei durchschnittlich 19 %.

Effekte der Plasmidkopienzahl-Erniedrigung auf das Wuchs- und Expressionsverhalten

Der Einfluss des reduzierten metabolischen Stresses auf das Wuchs- und
Expressionsverhalten der Zellen wurde anhand mehrerer Schuittelkulturexperimente im 400 ml
Maldstab untersucht (2.4). Die Expressionssysteme Var und Var-p15A wiesen identisches
Wuchsverhalten auf (Daten nicht gezeigt). Die Expressionsleistung wurde mittels ELISA
(2.5.4) und Aktivitatstest (2.5.5) untersucht. Trotz einer geringeren Plasmidkopienzahl zeigt
das Var-p15A System im ELISA eine hohere Gluc-DH Expressionsleistung als das
herkdmmliche Niedrig-Expressionssystem (Var). Eine Stunde nach Induktion konnte mit Var-
p15A eine Expression erzielt werden, die um den Faktor 2,1 und zum Kultivierungszeitpunkt t,
um den Faktor 3,3 grél3er war als im Var-Expressionssystem. Die Analyse der Enzymaktivitat
zeigt allerdings, dass im Vergleich zum Var-Expressionssystem keine hoheren Ausbeuten an

aktivem Enzym erreicht werden (Abb. 22).
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Abb. 22: Effekte der Plasmidkopienzahl-Erniedrigung auf die Proteinexpression.

Der Austausch des ColE-oris gegen einen p15A-Replikationsursprung bewirkte im neuen Wirt-/Vektor-
Expressionssystem Var-p15A eine héhere Expressionsleistung pro Zelle als im herkdmmlichen Niedrig-
Expressionssystem Var (A). Die Ausbeuten an aktivem Enzym konnten durch die Plasmidkopienzahl-
Erniedrigung allerdings nicht erhéht werden (B). Die Expressionsleistungen wurden 1 und 2 h nach
Induktion (t; bzw. t) mittels ELISA (A) und Aktivitatstest (B) bestimmt. Fir die Analyse wurden zwei
voneinander unabhangige biologische Replikate in Form von Doppelbestimmungen untersucht. Die
Variationskoeffizienten lagen bei 9 % (A) bzw. 7 (B) %.

3.4.22 Coexpression eines Loslichkeitsvermittlers

Um den Anteil an aktivem Enzym im Verhaltnis zum exprimierten Gluc-DH-Protein zu erhéhen,
sollte die Ld&slichkeitsvermittlung wahrend der rekombinanten Proteinherstellung verbessert
werden. Die Analyse der Expressionsprofile (3.3.2.4) zeigte, dass im Hochproduzenten einige
Chaperone Uberexprimiert wurden. Das periplasmatische Substratbindeprotein OppA wies
hierbei die hdchsten Expressionsunterschiede auf (Abb. 16). Neben den Eigenschaften als
Substratbindeprotein wurden auch I6slichkeitsvermittelnde Fahigkeiten von OppA beschrieben
(Richarme & Caldas, 1997). Durch die Coexpression von OppA sollte die Faltung des

rekombinanten Proteins unterstiitzt und die Ausbeute aktiver Gluc-DH erhoht werden.

Herstellung des Coexpressions-Plasmids

Um die Proteinexpression von OppA und Gluc-DH unabhangig voneinander regulieren zu

konnen, war die Herstellung eines weiteren Plasmids erforderlich. Im Vergleich zu den
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pQES8OL-Vektoren (Tab. 4) sollte das Coexpressions-Plasmid unabhangig von IPTG induziert
und plasmidtragende Klone durch ein zweites Antibiotikum selektiert werden kénnen. Um zwei
Vektoren in einem Wirt etablieren zu kdénnen, musste ferner ein zu ColE1 kompatibler
Replikationsursprung verwendet werden.

Als Grundlage fir die Herstellung des Coexpressionsplasmids pBAD-p15A-oppA (Tab. 4)
wurde der Arabinose-induzierbare Vektor pBAD202/D-TOPO (Tab. 4) benutzt. Die DNA-
Sequenz von oppA wurde aus genomischer DNA amplifiziert und mit dem hydrolysierten
Vektor ligiert. Der Replikationsursprung des pBAD202/D-TOPO-Vektors (Tab. 4) ist zum
ColE1-ori der pQE8OL-Plasmide (Tab. 4) nicht kompatibel. Fir eine stabile Etablierung beider
Plasmide wurde daher der p15A-Replikationsursprung aus pACYC Duet-1 (Tab. 4) verwendet
und gegen den pUC-ori ausgetauscht (2.6.7.4). Abb. 23 zeigt das Plasmid pBAD-p15A-oppA,
das sich flir die Coexpression von OppA in pQE80OL-basierten Wirt-/Vektor-

Expressionssystemen eignet.

Coexpression oppA

6045 bps

Abb. 23: Vektorsystem fur die Coexpression von OppA.

Das Plasmid pBAD-p15A-oppA wurde fir die Coexpression von Faltungshelfern in pQE80L-basierten
Wirt-/Vektor-Expressionssystemen generiert. Der p15A-Replikationsursprung ermdéglicht die stabile
Etablierung des Plasmids neben einem Vektor mit ColE1-ori. Neben der Ampicillin-Resistenz der
pQES8OL-Konstrukte wurde Chloramphenicol (Cm) als zweites Antibiotikum zur Selektion verwendet.
OppA wurde unter Kontrolle eines Arabinose-induzierbaren Promotors (PBAD, Guzman et al., 1995)
exprimiert, welcher durch das Produkt von araC in Abwesenheit des Induktors reprimiert wird.
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Expressionsversuche

Zur Uberprifung der OppA-Expression wurde E. coli XL1Blue mit pBAD-p15A-oppA
transformiert (2.6.8). Eine Ubernachtkultur (UK) wurde in SB-Medium, M9-Salzen, 0,4 % (w/v)
Glukose und Chloramphenicol (2.2) aufgenommen und bei 37 °C und 250 Upm kultiviert. Die
Induktion erfolgte bei einer Zelldichte von 0,8 ODgye mit Konzentrationen zwischen 0,2 und 4 %
(w/v) Arabinose. Die Versuchsergebnisse zeigten, dass 0,5 % (w/v) Arabinose fir die Induktion
ausreichend waren (Daten nicht gezeigt). Mittels SDS-PAGE Analytik (2.5.2) konnten 3 h nach
der OppA-Induktion multiple Effekte auf die Zellphysiologie im Proteinmuster nachgewiesen
werden (Abb. 24).
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Abb. 24: SDS-PAGE Analyse zur OppA-Expression.
Die Analytik zeigte, dass durch die Induktion von OppA die Expression mehrerer Proteine im Bereich
zwischen 31 und 97 kDa beeinflusst wurde. Die OppA-Induktion erfolgte mit 0,5 % (w/v) Arabinose.

Zur Uberpriifung der Coexpression wurde E. coli XL1Blue mit pBAD-p15A-oppA und pQESOL-
Var transformiert (2.6.8) und unter analogen Bedingungen mit Zusatz von Ampicillin kultiviert.
OppA wurde 70 bis 80 min vor der rekombinanten Gluc-DH mit 0,5 % (w/v) Arabinose induziert.
Der Einfluss der OppA-Coexpression auf die rekombinante Proteinproduktion wurde durch den
Gluc-DH-Aktivitatstest (2.5.5) untersucht. Der Vergleich der aktiven Mengen Gluc-DH, die mit
und ohne OppA Coexpression gewonnen wurden, zeigte, dass der Anteil aktiven Enzyms

unter den beschriebenen Bedingungen nicht erhht werden konnte (Daten nicht gezeigt).
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3.4.2.3 Renaturierung

Aufgrund der Versuche zur Plasmidkopienzahl-Erhéhung konnte gezeigt werden, dass im
Verhaltnis zur Ausbeute an aktivem Enzym wesentlich mehr Protein exprimiert wird (Abb. 20).
Auch die Analytik von Fermentationen aus dem Produktionsbetrieb zeigte, dass mehr inaktive
Gluc-DH als aktives Enzym hergestellt wird. Mittels ELISA (2.5.4) wurden ca. 5 g/l
rekombinantes Protein quantifiziert. Aus dem Vergleich der Aktivitatsmessungen (2.5.5) mit
der spezifischen Enzymaktivitdt der gereinigten Gluc-DH ermittelt sich ein I&slicher Anteil
exprimierten Proteins von nur ca. 20 % (Daten nicht gezeigt). Demzufolge geht ein Grofteil
des Produktes mit dem Verwerfen der Biomasse nach Zellaufschluss verloren. Eine weitere
Mdglichkeit, die Ausbeuten an aktivem Enzym zu erhdhen, lag somit in der Renaturierung des
exprimierten, inaktiven Produkts.

Um die Renaturierung durchzufihren, wurde die Biomasse in Aufschlusspuffer (2.2)
resuspendiert und die Zellen bei 1,5 kbar aufgeschlossen (Cell Disruption Equipment, UL
Instruments GmbH). AnschlieBend wurde der Gesamtzellextrakt durch Zentrifugation in einen
I6slichen und unléslichen Teil fraktioniert und die Proteine separat denaturiert. Hierflir wurden
die Zelltrimmer in einem moglichst geringen Volumen Denaturierungspuffer (2.2)
resuspendiert. Die Reaktivierung wurde unter starkem Rihren bei 4 °C durch pulsweise
Zugabe von denaturierter Proteinlosung in Renaturierungspuffer (2.2) durchgefihrt. Im
Anschluss wurden die Proben mit PQQ inkubiert und die Enzymaktivitat bestimmt (2.5.5).

Die Renaturierung der Gluc-DH wurde anhand der Enzymvariante getestet. Hierfir wurden
Biomassen des Niedrig-Expressionssystems Var (3.1) und des optimierten
Expressionssystems Var-pUC (3.4.1.2) verwendet. Die Analyse zeigte, dass aus den
Biomassen beider Expressionssysteme exprimierte, aber inaktive Gluc-DH in die aktive Form
uberfuhrt werden konnte. Die Ausbeuten renaturierbaren Enzyms waren allerdings im
optimierten Var-pUC System um den Faktor 2,5 gréRer (Abb. 25).
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Abb. 25: Renaturierung der Gluc-DH aus der unldslichen Zellfraktion.

Die Analyse von Proben des Var und Var-pUC Expressionssystems zeigte, dass bereits 2 h nach der
Induktion groRe Mengen Protein renaturiert werden konnten. Im optimierten Var-pUC
Expressionssystem wurden unter gleichen Bedingungen 2,5-fach héhere Ausbeuten erzielt.

In weiteren Analysen wurden die Proben der I6slichen Fraktion untersucht. Wahrend die De-
und Renaturierung des herkdmmlichen Niedrig-Expressionssystems (Var) vergleichbare
Aktivitdten zeigten, befand sich auch noch in der I6slichen Fraktion des optimierten Var-pUC
Expressionssystems inaktives, d. h. I6sliches, aber nicht korrekt gefaltetes Protein, das
reaktiviert werden konnte. Die Versuche zeigten, dass durch eine Denaturierung und
anschlielende Gluc-DH-Reaktivierung mit PQQ die Ausbeuten an aktiver Gluc-DH verdoppelt
werden konnten (Abb. 26).
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Abb. 26: Analyse der I6slichen Fraktion vor und nach Denaturierung.

Die Analyse der l6slichen Fraktion 6 h nach Induktion zeigt, dass sich im optimierten Var-puUC
Expressionsssystem noch 16sliche, aber inaktive Gluc-DH befindet. Durch die Denaturierung und
anschlieBende Reaktivierung mit PQQ konnten die Ausbeuten an aktivem Enzym verdoppelt werden.
Das herkdmmliche Niedrig-Expressionssystem (Var) wies erwartungsgemal keine Aktivitdtszunahme
auf.

Im Rahmen dieser Analysen wurden zudem die Renaturierungsbedingungen und der Einfluss
von PQQ auf die Reaktivierung untersucht. Hierfir wurde eine Probe aus der unléslichen
Fraktion des optimierten Expressionssystems Var-pUC untersucht. Nach der Denaturierung
wurde die Probe entweder pulsweise in Renaturierungspuffer (2.2) gegeben, in
Renaturierungspuffer mit 1/10 PQQ-haltiger Rekonstitutions-Lésung renaturiert oder nach der
Denaturierung direkt 1:20 in PQQ aufgenommen und somit ohne eine klassische
Renaturierung reaktiviert. Die Ergebnisse zeigen, dass bei geringen Gluc-DH Konzentrationen

PQQ fur die Renaturierung inaktiven Enzyms ausreichend ist (Abb. 27).
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Abb. 27: Einfluss von PQQ auf die Renaturierung der Gluc-DH.

Die Renaturierung der Gluc-DH wurde unter verschiedenen Bedingungen getestet. Proben aus der
unléslichen Fraktion des Var-pUC Expressionssystems wurden entweder klassisch durch pulsweise
Renaturierung in  Renaturierungspuffer (Renaturierung), in Renaturierungspuffer mit PQQ
(Renaturierung mit PQQ) oder einzig durch die Inkubation mit PQQ bei RT (Reaktivierung mit PQQ)
reaktiviert. Die Ergebnisse der Aktivititsmessungen zeigen, dass bei Gluc-DH Konzentrationen bis 800
U/l allein die Anwesenheit von PQQ fiir die Renaturierung ausreichend sind.

Wurden hingegen Fermentationen untersucht, in denen die Konzentration der Gluc-DH aus
den Schuttelkultur-Experimenten Ubertroffen wurde, zeigte sich, dass eine mit PQQ
reaktivierbare Schwellenkonzentration von 75 kU/I existiert. Die Reaktivierung groflierer
Enzymmengen erfordert demgegeniber die Durchfiihrung einer klassischen Renaturierung.
Die Analyse zeigte, dass die Renaturierung der Gluc-DH sehr schnell erfolgt. Die Messungen
von Enzymaktivitdten nach 50 min Renaturierung wies keine signifikante Veranderungen im

Vergleich zur Analyse nach 10 min auf (Tab. 14).
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Tab. 14: Einfluss von PQQ, Zeit und Enzymkonzentration auf die Renaturierung der Gluc-DH.

Analyse einer Fermentationsprobe des Expressionssystems E. coli KS474/pQE80L-VarX (2.3) auf
Renaturierbarkeit der Gluc-DH. Die gemessenen Aktivitaten verdeutlichen, dass bis zu 75 kU/l Gluc-DH
einzig durch PQQ reaktiviert werden konnten. Gréf3ere Mengen rekombinanten Produkts erforderten
eine klassische Renaturierung. Die Probenanalyse nach 10 bzw. 50 min zeigen, dass die Zeit einen
geringen Einfluss auf die Renaturierung hat. Die Mengen renaturierbaren Enzyms, die in der unldslichen
Fraktion verloren gehen, waren signifikant.

Gluc-DH [kU/] Ldsliche Fraktion Unlésliche Fraktion
Nach der Denaturierung 75 76
10 min nach Renaturierung 160 237
50 min nach Renaturierung 147 261

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Expressionsoptimierung des Niedrigproduzenten
(Var) basierte auf rational abgeleiteten Hinweisen der proteomweiten Expressionsprofil-
Analyse (3.3). Auf Basis des unterschiedlich exprimierten Transkriptionsrepressors Lacl wurde
die Plasmidkopienzahl als eine Ursache variierender Expressionsleistungen identifiziert. Durch
die Erhéhung der Plasmidkopienzahl konnte die Produktionsleistung des Niedrigproduzenten
signifikant verbessert werden. Die Identifikation einiger Chaperone zeigte, dass die Ausbeuten
der rekombinanten Gluc-DH durch die Verbesserung der Ld&slichkeitsvermittlung erhoht
werden konnen. In diesem Zusammenhang konnten erhebliche Mengen exprimierten,

inaktiven Produkts renatuiert und in aktives Enzym Uberfihrt werden.
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4 Diskussion

Im Rahmen der Optimierungsarbeiten von diagnostisch interessanten Enzymen werden
Proteinvarianten erzeugt, die im Vergleich zum Wildtyp-Enzym fur die Anwendung optimierte
Eigenschaften aufweisen. Die Enzymvarianten werden mit einem zielgerichteten Mutagenese-
Ansatz (directed evolution) durch den Austausch von einzelnen oder wenigen Aminosauren
generiert. Der Vergleich mit dem Wildtyp-Enzym zeigt, ob das Protein erfolgreich optimiert
werden konnte. Werden die Enzyme anschlieRend in geeigneten Wirt-/Vektor-Systemen
exprimiert, lassen sich in vielen Fallen Unterschiede in der Expressionsleistung detektieren. Im
Regelfall wird das optimierte Enzym in geringeren Mengen produziert als das Wildtyp-Enzym.
Diese Beobachtung ist bei der Expression in sonst isogenen Wirt-/VVektor-Systemen
bemerkenswert, da sich die rekombinanten Proteine nur durch wenige Aminosaure-
Austausche voneinander unterscheiden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte am Beispiel eines solchen Expressionsmodells untersucht
werden, ob Grunde fur die unterschiedlichen Produktionsleistungen identifizierbar sind. Hierfur
sollten Expressionsprofile aufgenommen und die Wirt-/Vektor-Systeme miteinander verglichen
werden. Die Analyse sollte dabei helfen, das unterschiedliche Expressionsverhalten auf
metabolischer Ebene besser zu verstehen. Daruber hinaus sollten die generierten
Informationen dazu genutzt werden, die Produktionsleistung des Niedrig-Expressionssystems

auf Basis einer rationalen Optimierung zu verbessern.

Das prokaryontische Modellsystem

Das in dieser Arbeit verwendete Expressionsmodell wird fir die Herstellung einer Glukose-
Dehydrogenase (Gluc-DH) verwendet. Das Gluc-DH Wildtyp-Enzym wurde durch einen
Mutagenese-Ansatz hinsichtlich der Substratspezifitdt optimiert. Durch Veranderungen in
1,5 % der Aminosaure-Zusammensetzung konnte eine Enzymvariante mit geringerer Affinitat
fur Maltose hergestellt werden (1.5).

Die durchgefuhrten Experimente zeigten, dass die Expression der beiden Enzyme im sonst
isogenen Wirt-/Vektor-System E. coli XL1Blue/pQE8OL zu unterschiedlichen Zellreaktionen
fuhrt (3.1). Das Expressionssystem flr die Enzymvariante (Var) unterscheidet sich sowohl in
der Produktionsleistung als auch im Wuchsverhalten deutlich vom Wildtyp-System (WT). Der
Vergleich der beiden Expressionssysteme wurde im Schuttelkultur-Malfistab durchgefihrt.
Durch die Kultivierung im 400 ml Malistab sollte vermieden werden, dass die Probennahme
entscheidenden Einfluss auf die Umweltbedingungen der Zelle nimmt, wie z. B. die

Veranderung des Sauerstoffeintrags durch ein sinkendes Kolbenflllvolumen. Die
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Wuchsmessungen zeigten, dass die Zelldichten im Var-System wahrend der rekombinanten
Proteinexpression stetig zunehmen. Im Vergleich dazu befindet sich das Expressionssystem
fur die WT-Gluc-DH (WT) bereits zwei Stunden nach der Induktion in der stationaren
Wuchsphase (Abb. 8). Die Analyse der Produktbildung wurde mittels SDS-PAGE und Western
Blot durchgefuhrt. Sie verdeutlicht, dass geringere Mengen der Enzymvariante im Vergleich
zur Wildtyp Gluc-DH hergestellt werden (Abb. 9 und 11). Mit dem Var-System wurde somit ein
Niedrigproduzent charakterisiert, der sich sowohl im Wuchs- als auch im Expressionsverhalten
vom WT-System unterscheidet. Die Sequenzierung des gesamten Plasmids stellte sicher,
dass auller den bekannten Unterschieden im Zielprotein keine weiteren Mutationen in den
Ubrigen Strukturgenen vorliegen, die fir die unterschiedliche Expressionsleistung
verantwortlich sein kdnnten. Die mehrfachen, unabhangigen Wiederholungen der Experimente
(biologische Replikate) und der Vergleich des Wuchsverhaltens im induzierten und nicht-
induzierten Kaultivierungszustand (Daten nicht gezeigt) wiesen darauf hin, dass die
Unterschiede der beiden Expressionssysteme auf die heterologe Gluc-DH Expression
zurtckzufihren waren. Das Expressionsmodell zeigt damit, dass bereits geringfiigige
Anderungen in der Aminosdurezusammensetzung rekombinanter Proteine Einfluss auf die
heterologe Proteinexpression haben kénnen.

Bei der Auswahl des Modellsystems wurde auf groRe Unterschiede im Stoffwechselverhalten
der Expressionssysteme zuriickgegriffen. Dies sollte zum einen die Wahrscheinlichkeit
erhdhen, Uber den Ansatz des expression profiling aussagekraftige Hinweise auf die
unterschiedlichen Zelladaptationen wahrend der rekombinanten Proteinexpression zu erhalten.
Zum anderen sollte sich ein breiteres Spektrum fur die Entwicklung und Durchfuhrung einer
rationalen Expressionsoptimierung erdffnen. Hierdurch sollten die Informationen des
Hochproduzenten (WT) flr eine verbesserte Expression des diagnostisch interessanteren

Produktes (Gluc-DH Enzymvariante) verwendet werden.

2-D Gelelektrophorese

Escherichia coli ist einer der meist verwendeten und best untersuchten Organismen (Lee &
Lee, 2003). In dieser Arbeit wurden die Expressionsprofile des Modellsystems auf
Proteombasis mit Hilfe von 2-D Gelen erstellt. Parameter, die bei der Methodenentwicklung zu
bertcksichtigen waren, umfassten die Probenvorbereitung, den Probeneintritt sowie die
Fokussierung wahrend der IEF, die Trenngeschwindigkeit in der 2. Dimension (SDS-PAGE)
und die Protein-Detektion.

Bei der Probenaufarbeitung muissen vor allem die Pufferzusammensetzung und die

Handhabung der biologischen Proben berucksichtigt werden (Hochstrasser et al., 1988;
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VanBogelen & Neidhardt, 1999; Shaw & Riederer, 2003; Gorg et al., 2004). Zunachst sollten
die Zellen in einen peri- und cytoplasmatischen Teil fraktioniert werden. Dadurch hatte das
Periplasma, in das die rekombinante Gluc-DH sekretiert wird, separat analysiert werden
kénnen. Hierfur wurden die Zellen bei RT mit Lysozym inkubiert. Um proteolytische Effekte zu
reduzieren, wurden der Zellsuspension Proteaseinhibitoren (Complete, Roche Diagnostics)
zugesetzt. Die Enzymbehandlung erforderte physiologische Pufferbedingungen, so dass nach
der Inkubation eine Umpufferung des Lysates in 2-DE-kompatiblen Harnstoffpuffer erforderlich
war. Ein GroRteil der Gluc-DH verblieb nach der Lysozymbehandlung in der Membran. Ein Teil
davon l6ste sich nach dem Ultraschallaufschluss in der cytoplasmatischen Fraktion, wahrend
der Rest in den Zelltrimmern detektierbar war. Dies kann auf nicht vollstdndig sekretierte
Gluc-DH oder auf hydrophobe Interaktionen des Enzyms mit Bestandteilen der Zellhille
zurtckzufuhren sein. Eine reproduzierbare Fraktionierung der Zellen war mit dieser Methode
nicht moglich (Daten nicht gezeigt). Letztlich wurden die Zellen mehrfach mit physiologischer
Kochsalz-Losung gewaschen, um stérende Salze und Medienbestandteile zu entfernen und
anschlieBend in denaturierendem Probenpuffer resuspendiert. Durch eine Ultraschall-
Behandlung wurde der Aufschluss komplettiert, die Zelltrimmer entfernt und der Uberstand fuir
die 2-D Gelelektrophorese verwendet (2.5.6). Die Gelqualitdt wurde vor allem mit einem
verbesserten Probenpuffer (Olsson et al, 2002) und durch die Optimierung der
Fokussierungstechnik (Goérg et al., 2004) verbessert. Um die Reproduzierbarkeit der Analysen
zu erhdhen, sollte die Probenaufarbeitung generell so einfach wie mdglich gehalten werden.
Jeder zusatzliche Arbeitsschritt stellt eine Quelle fur Variationen dar, die Ursache der
Probenvorbereitung und nicht auf eine unterschiedliche Biologie zurtickzuflhren sind.

Die Proteintrennung in der ersten Dimension erfolgt mittels isoelektrischer Fokussierung (IEF).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die IEF nach dem Prinzip immobilisierter pH-Gradienten (IPG;
Gorg et al.,, 1988) durchgefuhrt. Diese Methode zeichnet sich durch die Fixierung der
Tragerampholyte (carrier ampholytes, CA) aus, die den Aufbau eines stabilen pH-Gradienten
gewahrleistet, den experimentellen Versuchsaufwand reduziet und zu hdheren
Reproduzierbarkeiten beitragt (Gorg et al., 2004). In dieser Arbeit wurden IPG-Streifen mit
einem pH-Gradienten von 3 - 10 NL (nicht linear) verwendet. Der Grofteil der E. coli-Proteine
weist zwar einen isoelektrischen Punkt (pl) zwischen pH 4 - 7 auf, die Wahl eines breiteren
pH-Gradienten ermoglichte aber zusatzlich den Nachweis der rekombinanten Gluc-DH (pl 8,9).
Vor ihrem Gebrauch missen die IPG-Streifen rehydriert werden. Die Rehydrierung erfolgt tber
einen Zeitraum von 12 - 16 Stunden und kann entweder mit oder ohne Proteinprobe erfolgen
(Goérg et al., 2000). Die Rehydrierung mit der Probe birgt besonders bei grof’en und

hydrophoben Proteinen sowie bei Proteinen mit einem basischen isoelektrischen Punkt
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Schwierigkeiten. Bei der Durchfuhrung von quantitativen Analysen sollte die Probencup-
Beladung dieser Methode vorgezogen werden. Hierbei diffundieren die Proteine mit geringem
Stromfluss in die IPG-Streifen ein. Im Vergleich zur Rehydrierung mit der Probe ist die
Probencup-Beladung  reproduzierbarer und  birgt weniger die  Gefahr von
Kreuzkontaminationen bei der Analyse mehrerer Zelllysate (Goérg et al., 2004). Die Qualitat der
2-D Gele hangt unter anderem davon ab, an welcher Stelle der Probencup auf dem Streifen
positioniert ist (Abb. 12). Wie auch in dieser Arbeit ist zumeist der anodische dem
kathodischen Probeneintritt Uberlegen. Die Resultate hangen von der Art des Analyten, der
Pufferzusammensetzung und der Proteinkonzentration ab. Die Beladung der Streifen muss in
Abhangigkeit von Probenzusammensetzung und -vorbereitung jedoch stets empirisch ermittelt
werden (Gorg et al., 2004).

Fir die Fokussierung der Proteine muss der Leistungseintrag (Vh) umso gréfler sein, je langer
der IPG-Streifen und je enger der pH-Gradient ist. Ist die Fokussierungszeit zu kurz gewahlt,
sind zumeist horizontale Schmiereffekte zu beobachten. Im Falle der Uber-Fokussierung tritt
ein reverser elektroendoosmotischer Effekt auf, der auf den aktiven Transport von
Wassermolekilen zurlckzufihren ist. In diesem Fall sind verzerrte Proteinspots und
horizontaler Schmier im basischen Bereich des 2-D Gels die Folge (Gorg et al., 2004). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde ein Fokussierungsprotokoll erarbeitet, das die Auflésung von 150
bis 600 pg E. coli-Ganzzelllysat gewahrleistet. Mittels anodischer Probencup-Beladung
konnten die Proteine bei einer Maximalspannung von 8000 V Uber einen Zeitraum von 16,5 h
fokussiert werden (2.5.6).

Nach der isoelektrischen Fokussierung wurden die Proteine fir den Transfer in die 2.
Dimension equilibriert. Hierfur wurden die IPG-Streifen in SDS-Losung (Equilibrierpuffer, 2.2)
inkubiert. Die anschlieRende Reduktion mit lodacetamid alkyliert freies DTT aus dem
Probenpuffer sowie freie Sulfhydryl-Gruppen der Proteine (Gorg et al., 2004).

Die Trennung der Proteine in der 2. Dimension wurde in einem vertikalen SDS-PAGE System
durchgefihrt. Hierdurch kdénnen mehrere 2-D Gele parallel bearbeitet werden. Die
entscheidenden Aspekte in der 2. Dimension sind der Transfer der Proteine von den IPG-
Streifen in das Polyacrylamidgel sowie der Leistungseintrag wahrend der Proteintrennung
(Gorg et al., 2004). Generell ist eine zu hohe Laufgeschwindigkeit zu vermeiden, um Schmier-
Effekte zu minimieren.

Um ein geeignetes Protokoll fir die 2-D Gelelektrophorese zu entwickeln, sind demnach viele
Parameter zu bericksichtigen. Insgesamt wurden Uber 120 Gele im Rahmen der

Methodenoptimierung erstellt. Letztlich konnte ein Verfahren entwickelt werden, das unter
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Bericksichtigung einer reproduzierbaren Probenvorbereitung die qualitativ hochwertige
Auflésung eines E. coli-Ganzzelllysates erméglicht.

Die Vergleichsanalyse von Hoch- und Niedrigproduzent wurde mit der DIGE-Technik
durchgefihrt (1.3). Im Gegensatz zur konventionellen 2-DE, die fir die Methodenentwicklung
verwendet wurde, kdnnen technische von biologischen Variationen durch die Verwendung
eines internen Standards unterschieden werden. Indem die Signalstarken der
Vergleichsproben mit der des Standards verglichen werden, wird der Expressionsunterschied
in jedem 2-D Gel als Verhaltnis von Probe zu internem Standard berechnet. Hierdurch werden
Proteinunterschiede, die auf die Analysenmethode zuriickzufihren sind, erkannt und kénnen
von biologischen Variationen unterschieden werden (Abb. 4). Im Vergleich zur konventionellen
Methode stellt die DIGE-Technologie eine signifikante Verbesserung der 2-D

Gelelektrophorese und der Interpretation von Proteomdaten dar (Marouga et al., 2005).

Statistische Aspekte in der 2-D Gelelektrophorese

Bevor Expressionsprofile miteinander verglichen werden, sollte eine statistische Bewertung
der Analysenmethode erfolgen (1.4). Im Rahmen der DIGE-Technologie sollte der signifikant
nachweisbare Expressionsunterschied eines Proteins ermittelt (Tonge et al., 2001) und der
Umfang eines geeigneten Versuchsdesigns bestimmt werden (Hunt et al., 2005).

Die 2-D Gelelektrophorese ist technischen Variationen unterworfen, die von der
Probenvorbereitung, der Proteintrennung und der Farbemethode abhangig sind. Weiterhin
missen bei der Analyse biologische Variationen berlcksichtigt werden, die auf den
Stoffwechsel der Zellen und deren Umgebungsbedingungen zuriickzufihren sind (Hunt et al.,
2005). Die statistische Bewertung dient dazu, reale Expressionsunterschiede von technischen
bzw. biologischen Artefakten zu unterscheiden. Weiterhin musste eine statistisch abgesicherte
Grundlage fur die Expressionsoptimierung gelegt werden, die auf den Ergebnissen der
Proteomanalyse basieren sollte.

Bei der Detektion von Expressionsunterschieden kénnen entweder falsch-positive (a-Fehler)
oder falsch-negative Signale (B-Fehler) zu Fehlinterpretationen fuhren (3.2.2.1; Karp & Lilley,
2005). Die Wahrscheinlichkeit fur a-Fehler wird in der Regel vor der Analyse mit 5 - 10 %
definiert (Dell et al., 2002). Im Rahmen der 2-DE-Technologie bedeutet dies, dass oberhalb
eines kritischen Expressionsunterschiedes eine Restwahrscheinlichkeit von 5 - 10 % besteht,
dass der Proteinunterschied real doch nicht existiert. Der kritische Expressionsunterschied
(fold change, fc) berlcksichtigt das Signalrauschen innerhalb der Methode (technische
Variation) bzw. innerhalb der Zelle (biologische Variation). Er kann als unterer Schwellenwert

fur signifikant nachweisbare Proteinunterschiede angesehen werden (Karp et al., 2004). Zur
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Bestimmung des fc wurde eine Probe mehrfach analysiert, indem sie mit den Cy™-Farbstoffen
markiert und mittels 2-DE analysiert wurde (3.2.2.2). Da ein und dieselbe Probe miteinander
verglichen wurde, waren alle detektierten Expressionsunterschiede falsch positive Signale. Mit
a = 5 % umfasste der fc 95 % aller gemessenen Proteinunterschiede. Um Differenzen in den
Expressionprofilen zu detektieren, musste ein Proteinspot in allen Gelbildern eines
Datensatzes nachgewiesen werden. Weiterhin wurde der p-Wert des Student t-Tests als
Qualitatskontrolle fur die Aussagekraft eines Proteinunterschiedes verwendet (Fodor et al.,
2005).

In der statistischen Versuchsreihe wurden von einer Probe drei technische Replikate erstellt.
Fir die Auswertung wurden drei biologische Proben verwendet (Tab. 7). Wird jede Probe
isoliert betrachtet, kann der kritische Expressionsunterschied unter Berlcksichtigung der
technischen Variation bestimmt werden. Werden die 2-D Gele aller Proben ausgewertet, wird
zusatzlich die biologische Variation der Zellen bewertet (Karp et al., 2005). Unter diesen
Voraussetzungen wurde ein minimal nachweisbarer Expressionsunterschied von 1,4 bestimmt,
der sowohl die technischen als auch die biologischen Variationen bertcksichtigte (Tab. 8). Der
Expressionsunterschied fur die technische Variation lag mit einem fc von 1,28 nur minimal
darunter. Um den Einfluss der Biologie umfassend zu bewerten, muss hierbei die Anzahl der
detektierten Proteinspots berucksichtigt werden, die von 76,5 % auf 34 % zuruckging. Die
AusschlussgroRen fur Expressionsunterschiede wurden unter diesen Bedingungen sehr
restriktiv gewahlt, um die Qualitat der Daten deutlich zu erhdhen.

Weiterhin kdénnen bei der Expressionsanalyse real existierende Proteinunterschiede
Ubersehen werden (B-Fehler). Die direkte, experimentelle Uberpriifung von falsch-negativen
Signalen ist duRerst komplex (Alban et al., 2003). Hierfir missen Proteingemische bekannter
Konzentrationen verwendet und miteinander verglichen werden. Unter Berlcksichtigung der
methodisch detektierbaren oberen und unteren Nachweisgrenzen, sind variierende
Konzentrationen einzelner Markerproteine innerhalb und zwischen den Vergleichsproben
erforderlich. Da das Bildanalysen-Programm (DeCyder™) fir eine qualitativ hochwertige
Auswertung mindestens 400 Proteine pro Gel bendétigt (DeCyder™ User Manual), missen die
Experimente mit einem komplexen Proteingemisch durchgeflhrt werden. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die Abschatzung von B mit den Daten aus der statistischen Versuchsreihe
durchgefuhrt (3.2.2.2). Durch eine Haufigkeitsanalyse der gemessenen Proteinunterschiede
konnte die Wahrscheinlichkeit, einen Expressionsunterschied um den Faktor 2 nicht zu
detektieren, auf 1 % geschatzt werden (Abb. 14). Hierbei wurde vorausgesetzt, dass sich die
Haufigkeitsverteilung der Proteine mit zunehmenden Expressionsunterschieden nicht

verandert.
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Um den Informationsgehalt der detektierten Expressionsunterschiede zu erhdhen, wurde eine
Uberprifung des E. coli-Ganzzelllysates auf  Praferenzreaktionen mit den
Fluoreszenzfarbstoffen durchgefiihrt. Da die Farbstoffe in der Kopplungsreaktion als
limitierende Faktoren eingesetzt werden (minimal labelling), sollte statistisch gewahrleistet sein,
dass ein Cyaninderivat an ein Protein bindet. Die Kopplung erfolgt durch die Bildung eines
NHS-Esters an die e-Aminogruppe der proteinogenen L-Lysine (Abb. 3). Hat einer der
Farbstoffe zu einem Protein mit beispielsweise vielen Lysin-Gruppen eine hdhere
Bindungsaffinitat, ist das Fluoreszenzsignal intensiver als in den Vergleichsproben. Bei der
Analyse wird somit ein Expressionsunterschied detektiert, der auf die Kopplungschemie
zurlickzufiihren ist. In der vorliegenden Arbeit wurden drei Proteine bei der Uberpriifung von
Praferenzreaktionen detektiert, die sich durch einen fc gréfRer als Faktor 2,0 unterschieden
(3.2.2.3). Keines dieser Proteine wurde im Vergleich der Expressionsprofile des
Modellsystems detektiert. Zum einen kann dies auf die 5 %-ige Restwahrscheinlichkeit fur
falsch-positive Detektionen in der statistischen Versuchsreihe zuriickgefiihrt werden. Zum
anderen wurde bei der Vergleichsanalyse ein auf diese Ergebnisse angepasstes
Versuchsdesign verwendet (Tab. 9). Um den Effekt von Praferenzreaktionen zu minimieren,
wurden die Proben daher alternierend mit den Farbstoffen Cy™3 und Cy™5 markiert (reverse
labelling). Aufgrund der statistischen Versuchsreihe konnte in der Vergleichsanalyse darauf
verzichtet werden, von einem 2-D Gel mehrere technische Replikate herzustellen. Stattdessen
wurde die Anzahl der biologischen Proben erhéht. Um systematische Fehler bei der
Herstellung der Vergleichsproben zu vermeiden, wurden alle biologischen Replikate
unabhangig voneinander hergestellt. Die Versuche wurden an verschiedenen Tagen, unter
Verwendung frisch hergestellter Puffer, Kulturmedien und Vorkulturen durchgefuhrt. Um die
Variationen, die wahrend der Kultivierung entstanden waren, nicht ursachlich auf biologische
Variationen zuriickzufihren, wurden die Proben aus einem Schittelkulturexperiment (WT und
Var) auf einem 2-D Gel analysiert (matched design). Der dritte Fluoreszenzfarbstoff wurde flr
einen internen Standard verwendet (Alban et al., 2003). Durch die Berechnung der
Expressionsunterschiede von Probe 1 zu internem Stand im Verhaltnis von Probe 2 zu
internem Standard, koénnen mit der DIGE-Technologie Gel-zu-Gel-Variationen von den
Unterschieden auf Zellebene differenziert werden (Abb. 4 und 5).

Demzufolge ist die Durchfuhrung einer statistischen Versuchsreihe fur die Einschatzung des
Informationsgehaltes von Proteomanalysen sehr bedeutend. Insgesamt wird hierdurch der
experimentelle Aufwand fir den Vergleich der Expressionsprofile reduziert und die Kosten fur
die DIGE-Analyse gesenkt. Indem eine hohere Anzahl biologischer Replikate verwendet wird,

kann der Informationsgewinn fur die Stoffwechselanalyse erhoht werden.
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Auswertung der Expressionsprofile

Um die 2-D Gele des Hoch- und Niedrigproduzenten auszuwerten, wurden die detektierten
Expressionsunterschiede gefiltert. Fur die Auswertung wurden nur die Proteinspots
bertcksichtigt, die in allen 2-D Gelbildern eines Datensatzes t; detektiert wurden, sich um
einen Faktor = 1,40 unterschieden und einen p-Wert < 1 % (Student t-Test) aufwiesen (3.3.1).
Zusatzliche Filterparameter wie Spotvolumen oder Peaksteigung wurden bei der Auswertung
nicht verwendet, da die gewahlten Ausschlussgrofien eine gute Spotqualitat gewahrleisteten.
In einem ersten Schritt wurden die Proteomdaten mittels Hauptkomponentenanalyse (PCA)
untersucht (3.3.2.1). Hierfur werden die Variationen innerhalb eines Geldatensatzes (t) und
zwischen den Expressionssystemen miteinander verglichen. Die PCA verdeutlicht, dass sich
die Unterschiede des Modellsystems im Wuchs- und Expressionsverhalten (3.1) in den
Expressionsprofilen wieder finden (Abb. 15). Die Variationen innerhalb eines Datensatzes (WT
bzw. Var) zu einem Kultivierungszeitpunkt (to, t; bzw. t;) waren gering. Insbesondere die
Abweichungen der biologischen Replikate des Hochproduzenten zum Zeitpunkt t, fielen
minimal aus. Mit Einsetzen der rekombinanten Proteinexpression ab t; stiegen die Variationen
sowohl innerhalb eines Systems von t; nach t bzw. von ty nach t, als auch zwischen dem WT-
und dem Var-System an. Damit konnte gezeigt werden, dass die DIGE-Technologie fir die
Detektion von Unterschieden zwischen zwei Vergleichssystemen geeignet ist. Im Gegensatz
zu den bisherigen Messmethoden, mit denen nur die Resultate der unterschiedlichen
Stoffwechselvorgédnge beobachtet werden kdnnen, ermdglicht der Ansatz des expression
profiling, nach den Grinden fur diese Unterschiede zu suchen.

Mittels Bildanalyse konnten 363 Proteinspots detektiert werden, die zu den Zeitpunkten to, t;
bzw. t, unterschiedlich exprimert wurden (3.3.2.2). Um die Proteomdaten auszuwerten, wurden
die Proteine priorisiert. Die Analyse zum Zeitpunkt t, wurde dazu verwendet,
Regulationsmechanismen vor der rekombinanten Proteinexpression zu detektieren.
Erwartungsgemaly wurden zu diesem Zeitpunkt wenige Proteinunterschiede detektiert. Eine
Stunde nach der Induktion (t;) traten Proteine auf, die einen groReren Effekt auf die
Expression der Gluc-DH hatten als solche, die zwei Stunden nach Induktion (t;) identifiziert
wurden. Letztere konnten entweder der unterschiedlichen Proteinexpression oder dem
unterschiedlichen Wuchsverhalten zugeordnet werden. Proteine, die vor t, unterschiedlich
reguliert wurden, wurde demnach die hdchste Prioritdt zugeordnet. Die Anzahl der
interessantesten Proteinspots reduzierte sich dadurch auf 170.

Die Identifizierung der Proteine erfolgte mittels Massenspektrometrie (3.3.2.3). Um genigend
Probenmaterial zur Verflgung zu stellen, mussten praparative 2-D Gele hergestellt und auf

maximale Proteinbeladung getestet werden. Die Experimente zeigten, dass mit der
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beschriebenen Methode (2.5.6) maximal 600 pg Gesamtprotein ohne Qualitatsverluste
aufzulésen sind. Fir die massenspektrometrische Analyse wurden vier praparative 2-D Gele
verwendet und die Proteine mittels MALDI-TOF identifiziert. Anschlielend wurde eine
Referenzgelkarte erstellt, die mit den Proteinspots aus der Expressionsprofil-Analyse
verglichen wurde. Insgesamt konnten 54 % der Proteine identifiziert werden. Einerseits wurden
bei den praparativen Gelen Proteinspots aufgrund der unterschiedlichen Nachweisgrenzen
von Fluoreszenz- und Coomassie-Farbung nicht detektiert, andererseits war die

Spektrenqualitat einiger Proteinspots flir deren Identifizierung nicht ausreichend.

Interpretation der Stoffwechseldaten

Um einen Uberblick der unterschiedlich exprimierten Proteine zu erhalten, wurden diese
anhand ihrer Stoffwechselfunktion gruppiert. Die Bereiche Katabolismus und Anabolismus
umfassten 1/3 der identifizierten Proteine (Tab. 10). Dem Bereich Adaption wurden alle
Proteine zugeordnet, die mit den Umweltbedingungen der Zellen im Zusammenhang standen.
Hierfir wurden die Gruppen Transkription, Translation & Modifikation, Transport, auliere
Membran, globale Regulatoren, Detoxifikation, allgemeiner Stress, Degradation,
Zellentwicklung sowie Cofaktoren & Carrier definiert. Die Gruppierungen sollten dabei helfen,
die Analysedaten im globalen Zusammenhang der Zellbiologie zu betrachten und Netzwerke
oder Verbindungen zwischen ihnen zu erkennen. Die Interpretation der Daten diente dazu, das
unterschiedliche Stoffwechselverhalten von Hoch- und Niedrigproduzent zu verstehen und

Grunde fur die unterschiedlichen Expressionsleistungen zu identifizieren.

Das Stoffwechselverhalten des Var-Expressionssystems zeichnete sich vor der 2-D Gel
Analyse durch eine besonders niedrige Expressionsleistung aus (Abb. 11). Die Zelldichten
nahmen wahrend der Kultivierung stetig zu und der Ubergang in die stationdre Wuchsphase
trat 5 - 6 h nach Induktion ein (Abb. 8).

Werden die Daten des Niedrigproduzenten im Hinblick auf den Energiestoffwechsel untersucht,
so fallt grundsatzlich auf, dass deutlich mehr Proteine als im Hochproduzenten identifiziert
wurden. Im Var-Expressionssystem wurden Enzyme aus der Glykolyse, der Pyruvat-
Decarboxylierung und dem Citratzyklus detektiert. Wie bei Wang et al. (2005) wurde auch in
dieser Arbeit die Uberexpression der Malat-Dehydrogenase (Mdh) bei Zellen in der
exponentiellen Wuchsphase beobachtet. Zusatzlich zeichnete sich der Niedrigproduzent durch
die Verwendung des Pentosephosphat-Weges und der KDPG-Aldolase (EdA) aus. Die
Nutzung des KDPG-Weges wahrend der rekombinanten Proteinexpression wurde auch in der

Studie von Han et al. (2001) beschrieben. Der Entner-Doudoroff-Weg wird unter anderem
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durch Carbon- und Phosphat-Mangel induziert. Die Identifizierung des allgemeinen
Hungersignals Dps, das auch bei Han et al. (2001) und Jirgen et al. (2000) identifiziert wurde,
sowie des allgemeinen Stressfaktors RpoS (6°%) zwei Stunden nach der Induktion bestétigen
diesen Befund. Der alternative Sigma-Faktor 0® hat als generelle Stressantwort auf mehr als
70 Gene regulierenden Einfluss (Klauck et al., 2007). Wahrscheinlich gehen die Zellen des
Niedrigexpressionssystems aufgrund der batch-Kultivierung nach weiteren 3 - 4 h Kultivierung
in die stationare Wuchsphase Uber.

Im Synthesestoffwechsel fiel insbesondere die Vielzahl der Proteine auf, die im
Zusammenhang mit der Nukleinsaure-Synthese stehen. Im Vergleich zum WT-
Expressionssystem werden im Var-System mehr als doppelt so viele Enzyme Uberexprimiert
(3.3.2.4). Grundsatzlich kénnen die Proteine entweder der Neusynthese von Purinen bzw.
Pyrimidinen oder der Regeneration von Nukleosiden bzw. Nukleotiden aus bestehendem
Zellmaterial zugeordnet werden. Im Niedrig-Expressionssystem wurde die Serin-
Hydroxymethyltransferase (GlyA) detektiert, die an der Herstellung von 5,10-Methylen-
Tetrahydrofolat (5,10-mTHF) beteiligt ist. 5,10-mTHF ist die Hauptquelle fur C1-Verbindungen
in der Zelle. GlyA ist somit ein Schlisselenzym in der Biosynthese von Purinen, Thymidin,
Methionin, Cholin und Lipiden (Schirch & Szebenyi, 2005). Aldor et al. (2005) beschreiben im
Gegensatz dazu eine geringere Expression von Bausteinen fir die Nukleinsdure-Synthese, die
bei der Herstellung von Antikdrperfragmenten in E. coli beobachtet wurde. Mit der Identifikation
von Adk, PrsA, PurC, PurH, PyrB und Udp liegt allerdings ein hoher Grad an Homologie zu
Proteinen vor, die auch im Rahmen dieser Arbeit detektiert wurden. Hier ist es moglich, dass
die Proteine fur die Nukleinsdure-Synthese im Hochproduzenten zwar geringer exprimiert
werden, die Expressionslevel im Niedrigproduzenten aber absolut gesehen gleich bleiben. Die
entsprechenden Proteinspots wirden somit im Niedrigproduzenten als Uberexprimiert gelten.
Um diesen Aspekt zu klaren, mussten die Proben der Kultivierungszeitpunkte t; bzw. t, des
Var- bzw. des WT-Systems auf einem 2-D Gel analysiert werden. Der Nukleinsdure-Bedarf
kann jedoch in jedem Fall als Charakteristikum flr wachsende Zellen und dem Bedarf nach
Synthese-Bausteinen interpretiert werden.

Einen weiteren Hinweis auf hohe Stoffwechsel-Aktivitaten zum Aufbau von Zellmaterial liefern
die Proteine, die dem Bereich ,Translation & Modifikation® zugeordnet werden konnten. Im
Vergleich zum WT-Expressionssystem sind im Niedrigproduzenten besonders viele Faktoren
der Proteinbiosynthese Uberexprimiert. Neben Elongations- und Terminationsfaktoren wurden
sehr viele Aminoacyl-t-RNA-Synthetasen und das Protein L9 (Rpll) der ribosomalen 50S-
Untereinheit identifiziert. Insbesondere Uberexprimiertes Rpll ist in der Literatur als

Charakteristikum flir wachsende Zellen beschrieben (Pedersen et al., 1978). Aus umgekehrter
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Sicht kann dessen verminderte Expression wie bei Vind et al. (1993), Rinas (1996) und Jirgen
et al. (2000) als negativer Effekt fir den Aufbau der Translationsmaschinerie starker

exprimierender Zellen verstanden werden.

Die Stoffwechselvorgange des Hochproduzenten stehen im deutlichen Gegensatz zu denen
des Niedrigproduzenten. Zum einen wurden im WT-System deutlich hdéhere
Expressionsleistungen fur die rekombinante Gluc-DH gemessen (Abb. 11). Zum anderen ging
das System bereits zwei Stunden nach der Induktion in die stationare Wuchsphase Uber (Abb.
8).

Im Hochproduzenten wurden im Energiestoffwechsel sowohl weniger Proteine als auch eine
geringere katabolische Stoffwechsel-Variation detektiert. So konnten nur Proteine aus dem
Citratzyklus identifiziert werden (3.3.2.4). Hierbei werden die Ketoglutarat-DH (SucB) und die
Succinat-DH (SdhA) durch das cAMP receptor protein (CRP) reguliert. CRP wird durch cAMP
unter Energie-defizienten Bedingungen aktiviert, so dass diese Proteine als Hinweis auf eine
reduzierte Versorgung der Zelle mit Glukose verstanden werden kdnnen.

Im Anabolismus fallen im Vergleich zum Niedrig-Expressionssystem vor allem viele Proteine
aus dem Bereich der Aminosaure-Synthese auf. Neben dem Bedarf fur Cystein, Phenylalanin
und Lysin wurden mit LeuA, LeuC und llvB Enzyme fir die Synthese aliphatischer
Aminosauren detektiert. Auch die Detektion proteolytischer Enzyme (Tab. 12) kann als
Bausteinbedarf der Zelle fir die Proteinbiosynthese interpretiert werden. Zum einen hangt
dieser mit der zusatzlichen metabolischen Last fur das rekombinante Produkt zusammen. Zum
anderen kann die UbermaRige Produktbildung negative Effekte auf das Stoffwechsel-
Gleichgewicht haben, so dass die Proteolyse des Produktes bzw. von Produkt-Aggregaten
ausgeldst wird. Dies wurde bereits bei Kosinski & Bailey (1991) und Kosinski et al. (1992)
beobachtet.

Im Rahmen der Nukleinsdure-Synthese wurden zwar weitaus weniger Proteine Uberexprimiert
als im Var-System, die Dihydroorotat-Oxidase (PyrD) wies allerdings einen besonders hohen
Expressionsunterschied auf (fc -11,5 (t4); -5,6 (t2)). PyrD katalysiert die Herstellung von Orotat,
das ein zentrales Molekul in der UMP- und CMP-Synthese ist (Larsen & Jensen, 1985). Bei
dieser Reaktion kommt es zur Freisetzung von Wasserstoffperoxid. Als reaktives
Sauerstoffmolekil steht dieses in direktem Zusammenhang zu oxidativem Stress und der
Uberexpression der Katalase (KatG). KatG wandelt H,O, in Wasser und Sauerstoff um und
tragt demnach entscheidend zur Detoxifikation des Hochproduzenten bei.

Eine haufig beobachtete Reaktion der Zelle auf die rekombinante Produktbildung ist die

Uberexpression von Proteinen aus dem Bereich des Hitzeschocks (heat shock response), wie
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bereits Parsell & Sauer (1989) beobachteten. Eines der hierbei meist detektierten Proteine ist
das Chaperon DnaK. Weiterhin wurden der Trigger-Faktor (Tig) und/oder HtpG in der
vorliegenden Arbeit wie auch bei Rinas (1996), Jurgen et al. (2000), Han et al. (2001) und Han
et al. (2003) beobachtet. Hoffmann & Rinas (2001) zeigten den Zusammenhang dieser
Reaktion mit aggregiertem Produkt in der Zelle. Durch den Vergleich von exprimiertem Protein
und aktiver Gluc-DH (Abb. 20) und durch die Ergebnisse der Renaturierungsversuche (Abb.
25) konnten auch fir die Expression der rekombinanten Gluc-DH Engpéasse in der
Loslichkeitsvermittlung nachgewiesen werden.

In der weiteren Stoffwechselanalyse des Hochproduzenten wurden einige Proteine aus den
Gruppen auliere Membran, Lipid-Synthese und Zellentwicklung in den Zusammenhang des

so0g. envelope stress gebracht (Tab. 15).

Tab. 15: Detektierte Proteine aus dem Bereich des envelope stress.

Die folgenden Proteine wurden im Zusammenhang mit dem envelope stress im Hochproduzenten
Uberexprimiert. Neben den Angaben zur Gruppierung und Stoffwechselfunktion der Proteine werden die
maximalen Expressionsunterschiede (fc) genannt, die bei allen Proteinen zwei Stunden nach der
Induktion (t;) am groften waren.

Gruppe Proteine | Max. fc (t,) Stoffwechselfunktion

DegP -1,8 HtrA, periplasmatische Serin-Protease

Imp 29 Increased membrane permeability-Protein, essentielles
’ Protein der duReren Membran

OmpA 136 Unspezifischer Diffusionskanal, Teil der OmpA-OmpF
’ Porin Familie

Diffusionskanal fur lonen und hydrophile Solute
OmpC 17,9 (Osmoporin) YEoP
AuBere Membran | OmpP -2,4 Outer membrane protein X, Protease

OmpR -10.2 Osmoregulation, Antwortregulator des
’ Zweikomponentensystems OmpR/EnvZ

OmpT -2,4 Protease X, Praferenz fur denaturierte Substrate

TolC 29 Porin fir den Efflux hydrophober oder amphipathischer
’ Molekile

YaeT 39 Im Komplex mit YfgL, YfiO und NIpB bei der Biogenese
’ der omp-Proteine beteiligt, unbekannter Mechanismus

AccC 39 Acetyl-CoA-Carboxylase, beteiligt an der Initialreaktion
' der Fettsdure-Synthese: Herstellung von Malonyl-CoA

. -Ketoacyl-ACP-Synthase Il (KAS 1), Herstellung von
Lipid-Synthese FabF 4.0 gcetoacei/yI-ACP, %//erwendurgg von 3—\cetyI-ACP °

FabH 69 B-Ketoacyl-ACP-Synthase Il (KAS IlI), Herstellung von
' Acetoacetyl-ACP, Verwendung von Acetyl-CoA

DacA -6,0

Zellentwicklung | DacC -1,5 Beteiligung an der Peptidoglykan-Synthese
MurE -4,3
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Der envelope stress kann ausgeldst werden, wenn die Biogenese der inneren oder duf3eren
Membran beeintrachtigt wird oder Komponenten der Zellhille zerstort werden (Ruiz & Silhavy,
2005). Die vorliegende Analyse fiihrte zur Identifikation einer Vielzahl von Proteinen, die im
Zusammenhang mit der Biogenese der Zellhllle stehen. Neben Enzymen fur die Herstellung
des Peptidoglykans, wurden Proteine der Fettsdure-Synthese detektiert, die vor allem fir den
Aufbau der inneren Membran verwendet werden. In der Literatur sind neben den Proteinen der
Omp-Familie, Imp und YaeT als wichtigste Faktoren fir die Koordination und den korrekten
Aufbau der duReren Membran beschrieben (Wu et al., 2005). Diese wurden innerhalb dieser
Studie identifiziert und weisen darauf hin, dass der Aufbau der auReren Membran im
Hochproduzenten gestort ist (Tab. 15).

Escherichia coli ist in der Lage, mit mehreren Signalwegen auf den envelope stress zu
reagieren. Dies kdnnen die Bae- (Nishino et al., 2005), Cpx- (Raivio et al., 1999) oder of-
(Ades, 2004) Signalantworten sein. Wahrend es sich bei den Bae- und Cpx-Wegen um
Zweikomponentensysteme handelt (Button et al, 2007) wird die o“-Antwort durch den
alternativen Sigma-Faktor RpoE (%) reguliert (Alba & Gross, 2004). Sowohl die Cpx- als auch
die RpoE-Signale fiihren zu einer Uberexpression der periplasmatischen Serin-Protease DegP
(Danese et al., 1995; De Las Penas et al., 1997; Spiess et al., 1999). Zudem wurde in E. coli
eine um den Faktor 1,4 bis 8,0 erhdhte oF-Aktivitat beobachtet, wenn die Proteine OmpC,
OmpF, OmpP und OmpT uUberexprimiert wurden (Mecsas et al., 1993). Somit lasst die
Detektion der Uberexprimierten Proteine DegP, OmpC, OmpP und OmpT in dieser Studie die
Schlussfolgerung zu, dass die Zelle mit einer o-Signalkaskade auf den envelope stress
reagiert.

Faktoren, die den envelope stress auslosen, kdnnen neben hohen Temperaturen, hohen pH-
Werten, Ethanol oder Toxinen auch ungefaltene Proteine in der Zellhulle sein (Button et al.,
2007). Im analysierten WT-Expressionssystem wird die rekombinante Gluc-DH in grof3en
Mengen in das Periplasma sekretiert. Durch die hohen Konzentrationen ist es theoretisch
moglich, dass Engpéasse bei der Faltung der Gluc-DH wie auch der Hullproteine auftreten und
der korrekte Aufbau der inneren und auReren Membran gestort wird. Um dies zu
kompensieren, kann die Expression der essentiellen Omp-Proteine weiter nach oben reguliert
werden. Ist dies der Fall, erhéht sich die o=-Aktivitét in der Zelle (Mecsas et al., 1993). Letztlich
konnen sowohl aggregierte Gluc-DH als auch inkorrekt gefaltene Hullproteine dazu beitragen,
dass in der Zelle eine o-Signalantwort ausgeldst wird.

Der gesamte physiologische Stress, dem das WT-System ausgesetzt ist, scheint bereits zwei
Stunden nach der Induktion so grof® zu sein, dass die Zellen in die stationdre Wuchsphase

Ubergehen. Der Vergleich des Wuchsverhaltens von induziertem und nicht induziertem WT-

97



Diskussion

Expressionssystem (Daten nicht gezeigt) belegt, dass die reduzierte Zellteilung durch die
rekombinante Proteinexpression ausgeldst wird. Ebenso wie bei Dong et al. (1995) und
Cserjan-Puschmann et al. (1999) Uberschreitet die rekombinante Proteinexpression das
metabolische Leistungsvermdgen der Zelle und resultiert in einer Wachstumshemmung. In der
vorliegenden Untersuchung ist der metabolische Stress im WT-System durch die grof3en
Mengen des rekombinanten Produkts im Vergleich zum Var-Expressionssystem wesentlich
hdher, so dass die ,Adaptions-Kapazitat” (Hoffmann & Rinas, 2004b) der Zellen bezilglich der
rekombinanten Proteinexpression Uberschritten wird. Dieser Stress resultiert in
Antwortsignalen, die eine weitere Zellteilung inhibieren. In der vorliegenden Studie wurden in
diesem Zusammenhang die Proteine FtsA und MukF identifiziert. FtsA ist ein essentielles
Protein fur die Zellteilung und an der cytoplasmatischen Seite der inneren Membran lokalisiert
(Pla et al., 1990). Wird FtsA Uberexprimiert, kann dies zur Inhibierung der Zellteilung fihren
(Wang & Gayda, 1990). MukF (KicB) ist bei der Aufteilung des Bakterienchromosoms involviert
und ein Element des programmierten Zelltodes. Im Zusammenhang mit MukE (KicA) stellt
MukF ein Zelltdétungssignal dar. Der Mechanismus wird nach dem Toxin-Antitoxin-Prinzip
reguliert. MukF stellt hierbei das stabile Toxin dar, das den Zelltod ausloésen kann, wenn die
Interaktion mit dem instabilen Antitoxin MukE gestoért ist (Feng et al.,, 1994). Wird dieses
Zusammenspiel aus dem Gleichgewicht gebracht, indem MukF Gberexprimiert wird, kann dies
zu einem Defekt in der Zellteilung fihren (Yamanaka et al., 1996). Die Hinweise, dass ein
programmierter Zelltod ausgeldst wird, bestarken sich durch die Uberexpression von Rnc
(RNase Ill). RNase Il ist hauptsachlich an der Prozessierung ribosomaler RNA beteiligt und
nimmt damit Einfluss auf die Degradation des Proteinsyntheseapparates und den

Zusammenbruch der gesamten Proteinexpression (Robertson & Dunn, 1975).

Ein bemerkenswertes Ergebnis der Expressionsprofil-Analyse ist die Identifikation des
Transkriptionsrepressors Lacl, der ebenfalls im WT-Expressionssystem Uberexprimiert wird.
Lacl wurde in mehreren Proteinspots und zu allen analysierten Kultivierungszeitpunkten
detektiert (Abb. 17). Die Expressionsunterschiede stiegen zwei Stunden nach der Induktion bis
auf einen Faktor von -7,6 an. Diese Beobachtung ist auffallig, da Lacl ausschlief3lich
plasmidkodiert ist. Die Sequenzierung des gesamten Vektors zeigte aufler den bekannten
Veranderungen des Zielproteins (Gluc-DH Wildtyp-Enzym und Enzymvariante) keinerlei
Mutationen in den weiteren Strukturgenen. Unter diesen Umstdnden wurden Kkeine
unterschiedlichen Repressormengen erwartet. Sind die Konzentrationen von Lacl im
Niedrigproduzenten zu gering, werden weniger Operatorbindestellen besetzt. Bei einer zu

geringen Gesamtkonzentration in der Zelle wirde dies zu einer latenten Expression der Gluc-
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DH vor der Induktion filhren. Dieser Effekt war jedoch nicht zu beobachten (Abb. 11). Somit
weist das Ergebnis der Expressionsprofil-Analyse auf eine hdhere Plasmidkopienzahl des WT-
Expressionssystems im Vergleich zum Var-System hin.

Die unterschiedlichen Plasmidkopienzahlen sollten mit einer zweiten, unabhangigen Technik
quantifiziert werden. Die in der Literatur beschriecbenen Methoden zur Bestimmung von
Plasmidkopienzahlen basieren auf CsCl-Ethidiumbromid-Zentrifugationen (Hashimoto-Gotoh &
Sekiguchi, 1977), Gelelektrophorese-Techniken (Projan et al., 1983; Pushnova et al., 2000),
HPLC (Coppella et al., 1987), Kapillarelektrophorese (Breuer et al., 1998) oder DNA-
Hybridisierung mit radioaktiv markierten Proben (Korpela et al., 1987; Fujimura et al., 1996).
Die Nutzung der quantitativen PCR (QPCR) ist erst in wenigen Veréffentlichungen
beschrieben (Lee et al., 2006a; Lee et al., 2006b; Carapuga et al., 2007). Aufgrund der
einfachen und schnellen Durchflhrbarkeit im Labor sowie der hohen Prazision und Sensitivitat
ist die QPCR flr die Bestimmung von Plasmidkopienzahlen im Vergleich zu den erwahnten
Methoden besser geeignet (Carapuga et al., 2007). Da sich die Methode von Lee et al.
(2006a) generell fur die Prozesskontrolle Ampicillin-selektierter E. coli-Stamme eignet, wurde
sie im Rahmen dieser Arbeit verwendet und durch den Einsatz des Kalibratorplasmids
pQEB8OL-Var-dxs modifiziert (Tab. 4). Die Bestimmung der Plasmidkopienzahl beruht auf dem
Vergleich des plasmidkodierten Gens der B-Lactamase (bla) mit einem genomischen Gen.
HierfUr wurde ein Abschnitt der 1-Deoxyxylulose-5-phosphat-Synthase (dxs) verwendet. Dxs
ist im Rahmen der Isoprenoid-Synthese bei der Umsetzung von Pyruvat und Glycerinaldehyd-
3-phosphat zu CO, und 1-Deoxyxylulose-5-phosphat beteiligt (Sprenger et al., 1997; Lois et al.,
1998; Hahn et al., 2001). Um eine Kalibrationskurve zu erstellen und die Effizienz der
Amplifikationen wahrend der PCR zu vergleichen, wurde das Kalibratorplasmid pQE80L-Var-
dxs hergestellt (2.6.7.1). Die Genkopienzahlen wurden anhand der jeweiligen Standardkurve
mit Hilfe der CP-Werte aus der QPCR berechnet. Indem die Genkopienzahlen von bla und dxs
zueinander ins Verhaltnis gesetzt werden, kann die Plasmidkopienzahl bestimmt werden. Die
Funktionalitdt der Methode konnte anhand des Kalibratorplasmids gezeigt werden, da das
Verhaltnis der Genkopien von bla:dxs erfolgreich mit 1:1 bestimmt wurde (Tab. 13). Die
Plasmidkopienzahlen des Modellsystems wurden zu den Kultivierungszeitpunkten to, t1 und t;
untersucht (Abb. 18). Die Analyse zeigte, dass die Plasmidkopienzahlen in beiden
Expressionssystemen im Laufe der Kultivierung ansteigen. Diese Beobachtungen sind flr
Zellen in der exponentiellen Wuchsphase beschrieben (Carapucga et al., 2007). Auch Teich et
al. (1998) beobachteten die Amplifikation ColE1-abhangiger Plasmide nach Induktion der
rekombinanten Proteinexpression und beschrieben dabei die Inhibierung der Zellteilung. In

dieser Studie liegt der Unterschied zwischen WT- und Var-Expressionssystem je nach
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Kultivierungszeitpunkt zwischen Faktor 2,0 und 2,8. Mit dem Nachweis unterschiedlicher
Plasmidkopienzahlen zwischen den beiden Expressionssystemen konnte eine der
Hauptursachen fir die signifikant niedrigere Expressionsleistung des Var-Expressionssystems
identifiziert werden.

Die Plasmidkopienzahl hangt von der Replikation des Vektors sowie dessen Segregation in die
Tochterzellen ab (Nordstrdbm & Austin, 1989). Die Replikation wird durch den origin of
replication (ori), d. h. bei pQE80L-basierenden Vektoren durch den ColE1 ori reguliert (Del
Solar & Espinosa, 2000). Die Kontrolle von ColE1 unterliegt einem antisense RNA-
Mechanismus (Cesareni et al., 1991). Hierbei hybridisiert ein RNA-Primer (RNA II) am
Replikationsursprung. Nach der Spaltung mit RNase H bindet die DNA Polyermase | an die
DNA, so dass die Replikation initiiert wird. Die Bindung von RNA Il an den ori kann durch den
komplementaren Inhibitor RNA | unterbunden werden. Dieser bildet mit RNA Il den sog.
kissing complex, der durch das Rop-Protein stabilisiert wird (Grabherr & Bayer, 2002). Die
Replikation von Col/E1 kann zudem durch das Alarmon ppGpp kontrolliert werden (Hecker et
al., 1985; Riethdorf et al., 1989), das im Zusammenhang mit der stringenten Kontrolle durch
Aminosaure-Mangel steht (Cashel et al., 1996). Diese Zellantwort ist in relA-defizienten
Mutanten wie E. coli XL1Blue (Tab. 3) nicht mdglich (Riethdorf et al., 1989). Weiterhin kdnnen
freie tRNAs, die bei Aminosaure-Mangel oder dem Zusammenbruch des Proteinbiosynthese-
Apparates auftreten, durch hohe Sequenzhomologien zu RNA | bzw. RNA 1l die Replikation
von ColE1 auslésen (Herman et al, 1994). Diese Effekte lagen jedoch zum
Kultivierungszeitpunkt t, nicht vor (Abb. 11). Auch rekombinante mRNAs koénnen als Primer fur
die Plasmidreplikation dienen (Chew & Tacon, 1990). Dass die WT-mRNA im Gegensatz zur
MRNA der Gluc-DH Enzymvariante hierfir besser geeignet sein konnte, ist aufgrund der
wenigen Basenaustausche eher unwahrscheinlich. Zudem wird die rekombinante Gluc-DH vor
der IPTG-Induktion noch nicht transkribiert. Die Analyse der mRNA-Faltungsmuster, die in
Kooperation mit der Universitat Stuttgart (Institut fir Technische Biochemie, Arbeitsgruppe
Prof. Pleiss) durchgefiihrt wurde, zeigte weiterhin keine Hinweise auf unterschiedliche mRNA
Sekundarstrukturen, die eine ungleiche Translationseffizienz erklaren konnten (Daten nicht
gezeigt). Mutationen im ColE1-ori wurden bei der DNA-Sequenzierung von pQE8OL-WT bzw.
pQEB8OL-Var nicht detektiert. Da isogene Zellen fur die Transformation verwendet wurden,
konnen ferner genomische Mutationen als Quelle unterschiedlicher Regulationsmechanismen
(z. B. Ederth et al., 2002) oder eine intrinsische Ampicillin-Resistenz, die den Selektionsdruck
auf plasmidtragende Zellen reduziert, ausgeschlossen werden. Die Segregation der Plasmide
bei der Zellteilung erfolgt nicht zielgerichtet (Summers & Sherratt, 1984). Eine ungleichmalige

Verteilung auf die Tochterzellen kann auf Plasmid-Oligomere oder Plasmid-Cluster, die nicht
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kovalent verbunden sind, zurickzuflhren sein (Nordstrém & Austin, 1989). Um zu untersuchen,
ob diese Effekte flr die unterschiedlichen Plasmidkopienzahlen zwischen dem Var- und dem
WT-System verantwortlich sind, missen einzelne Klone dieser Systeme wahrend der
Zellteilung betrachtet werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Informationen der

Proteomanalyse jedoch fir die zielgerichtete Optimierung des Niedrigproduzenten genutzt.

Die Proteom-Analyse ermdglichte aufschlussreiche Erkenntnisse Uber die metabolischen
Ablaufe innerhalb der Expressionssysteme wahrend der rekombinanten Proteinexpression.
Die Interpretation der Daten half dabei, das unterschiedliche Wuchs- und
Expressionsverhalten des Modellsystems zu verstehen und das Verstdndnis von
Stoffwechselablaufen wahrend der Gluc-DH-Expression zu erweitern. Die Analyse erdffnete
viele interessante Aspekte, um eine rationale Strategie fur die Expressionsoptimierung zu

entwickeln. Diese werden im folgenden Abschnitt besprochen.

Rationale Optimierung der rekombinanten Proteinexpression

Die Informationen aus der Proteomanalyse sollten dazu genutzt werden, die
Expressionsleistung des Modellsystems zu verbessern. Hierfir sollten anhand der
Proteomprofile Optimierungsansatze erarbeitet werden.

Unter dem Aspekt der Nahrstoffversorgung kénnten die Zelldichten des Niedrig-
Expressionssystems madglicherweise durch die gezielte Zugabe von Nukleinsduren im
Rahmen einer fed-batch Kultivierung erhdht werden. Durch die Zufutterung wahrend der
Kultivierung wird allerdings nicht die zelleigene Expressionsleistung verbessert, sondern die
Produktausbeute durch héhere Zelldichten vergrofRRert.

Far die Verbesserung der spezifischen Produktionsleistung sind Veranderungen auf
genetischer Basis notwendig. Die Identifizierung des Transkriptionsrepressors Lacl (Abb. 17)
und der Unterschied zwischen den Plasmidkopienzahlen (Abb. 18) lieferten hierfur einen
geeigneten Ansatzpunkt. Durch den Austausch des Replikationsursprungs im Vektorkonstrukt
pQES8OL wurde untersucht, ob die Genkopienzahl der Gluc-DH Enzymvariante erhdht und die
zelleigene Expressionsleistung des Niedrigproduzenten gesteigert werden kann. Hierflr wurde
der ColE1 Replikationsursprung durch einen pUC ori ersetzt (2.6.7.2). Die Kopienzahlen von
Vektoren mit ColE1-ori liegen durchschnittlich bei 40 Plasmiden (Lee et al., 2006b). Im
Gegensatz dazu sind Vektoren mit einem pUC-Replikationsursprung sog. high copy Plasmide
und weisen Kopienzahlen von Uber 400 auf (Lee et al., 2006b). Die Bestimmung der
Plasmidkopienzahlen mittels QPCR =zeigte, dass diese durch den Austausch des

Replikationsursprungs erfolgreich erhéht werden konnten. Je nach Kultivierungszeitpunkt
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lagen die Unterschiede zwischen Faktoren von 7,7 und 10,5. Damit ist die Plasmidkopienzahl
von pQE8OL-pUC-Var gréler als die des WT-Systems. Die Expressionsanalyse mittels ELISA
zeigte, dass die Produktionsleistung des Niedrigproduzenten durch die Erhéhung der
Plasmidkopienzahl gesteigert werden konnte. Zwei Stunden nach der Induktion produzierte
das optimierte Expressionssystem die 9,2-fachen Mengen der Gluc-DH Enzymvariante (Abb.
20). Damit liegt die Produktivitdt um das 2,5-fache Uber der des urspringlichen
Hochproduzenten (Daten nicht gezeigt). Die Auswirkungen der Plasmidkopienzahl-Erhéhung
auf das Zellwachstum konnten in den langsameren Generationszeiten des Var-pUC Systems
beobachtet werden. Die Zelldichten des optimierten Expressionssystems nahmen langsamer
zu als im Var-System (Abb. 19). Beim diesem Vergleich fallt auf, dass die Einschrankungen im
Zellwachstum nicht direkt an die Erhéhung der Plasmidkopienzahl gekoppelt werden kénnen.
Denn obwohl der ursprungliche Hochproduzent (WT) eine geringere Plasmidkopienzahl
aufweist und auch geringere Mengen rekombinanter Gluc-DH produziert, liegen die
Wachstumsraten unter denen des Var-pUC-Systems. Die forcierte Expression der
Enzymvariante fihrt demnach nicht zu einem Uberschreiten der ,Adaptions-
Kapazitat* (Hoffmann & Rinas, 2004b) wie im WT-System. Hierfir missen die Ergebnisse der
enzymatischen Aktivitdtsmessung berlcksichtigt werden. Durch die Plasmidkopienzahl-
Erhéhung konnten die Ausbeuten um einen Faktor von 2,5 erhdht werden, die Menge aktiver
Gluc-DH lag jedoch nicht Gber der des WT-Systems (Daten nicht gezeigt). Es ist daher
mdglich, dass neben den Folgen ungefaltener Proteine in der Zellhille und des envelope
stress auch die aktive Gluc-DH dazu beitragt, den programmierten Zelltod des Wirtsystems
auszulésen. Die Nahrstoffversorgung kann gestort sein, indem Glukose vor dem Phospho-
Transferase-Systems (PTS) von aktiver, periplasmatischer Gluc-DH abgefangen und zu
Glukonolakton umgewandelt wird. Das fur aktive Gluc-DH notwendige PQQ kann E. coli zwar
nicht selbstandig synthetisieren (Matsushita et al., 1997), es jedoch diffusiv Uber den
komplexen Hefeextrakt aus dem Nahrmedium in das Periplasma aufnehmen (Ohsugi et al.,
1989).

In der Expressionsprofil-Analyse wurden einige Proteasen identifiziert, die groftenteils im
Hochproduzenten Uberexprimiert wurden (Tab. 12). Mdglicherweise ist diese Zellreaktion auf
aggregierte Gluc-DH zurickzufihren. Anhand der Abbaubanden im Western Blot wurde
gezeigt, dass die rekombinante Gluc-DH einer proteolytischen Degradation ausgesetzt ist (Abb.
11). Bislang konnte nicht geklart werden, ob der Abbau eher auf cyto- oder eher auf
periplasmatische Proteasen zuriickzufihren ist. Die Identifikation der periplasmatischen Serin-

Protease DegP steht mit dem extracytoplasmatischen Stress in direktem Zusammenhang
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(Danese et al., 1995; De Las Penas et al., 1997; Spiess et al., 1999). Durch die Verwendung
eines DegP-Deletionsstammes (E. coli KS474, Tab. 3; Kolmar et al., 1996) konnte bereits eine
Reduktion der Gluc-DH-Degradation erzielt werden (H. Dufel, pers. Mitteilung). Bei der
cytoplasmatischen Prolin-Dipeptidase PepQ (Park et al., 2004) wurden allerdings die gréf3ten
Expressionsunterschiede detektiert. Im Vergleich zu DegP, die erst zwei Stunden nach der
Induktion um den Faktor -1,8 Uberexprimiert wurde, lagen die Expressionsfaktoren von PepQ
eine Stunde nach der Induktion (t1) bei -2,4 und zwei Stunden nach Induktion (t,) bei -7,2. Da
die Gluc-DH einschlieRlich der Signalsequenz fur die Sekretion Uber 32 mdgliche Prolin-
Schnittstellen (Xaa-Pro) verfugt, wurde eine PepQ-Deletionsmutante hergestellt. Hierfur wurde
pepQ mittels Transposoninsertion in E. coli XL1Blue inaktiviert (TargeTron™, Sigma Aldrich;
Zhong et al.,, 2003). Nach der Transformation mit pQE8OL-WT zeigten jedoch weder die
Western Blot-Analysen noch die Aktivitdtsmessungen eine Reduktion der Gluc-DH
Degradation bzw. eine Zunahme aktiven Enzyms (Daten nicht gezeigt).

Eine weitere Konsequenz des extracytoplasmatischen Stresses ist mit der Herstellung von
Vesikeln aus der duReren Membran beschrieben (McBroom et al., 2006). Die Genzerstdérung
von DegP fuhrt hierbei zu einer extrem hohen Vesikelproduktion (McBroom & Kuehn, 2007).
Da im aktuellen Produktionsverfahren das Expressionssystem E. coli KS474(AdegP)/pQESOL
verwendet wird, wurde gepruft, ob wahrend der Fermentation Gluc-DH freigesetzt wird und
nach der Zellseparation verloren geht. Fir die Analyse wurden die Uberstdnde von
Fermentationsproben mittels ELISA untersucht. Der Vergleich mit den Ausbeuten nach
Zellaufschluss zeigte, dass der Anteil freigesetzter Gluc-DH kleiner 3 % und somit nicht
signifikant war (Daten nicht gezeigt). Ob die Freisetzung ausschlie3lich auf eine Vesikelbildung
zurtckzufuhren ist oder in Verbindung mit lysierenden Zellen steht, konnte nicht vollstandig

geklart werden.

Die Analyse der Expressionsprofile und die Ergebnisse der Plasmidkopienzahl-Erhéhung
zeigten, dass groRere Mengen ungefaltener, inaktiver Gluc-DH in der Zelle vorliegen. Um die
Ausbeuten an aktivem Enzym zu erhdhen, sollte die Ldslichkeitsvermittlung verbessert werden.
Hierflr wurden drei Ansatzpunkte gewahlt. Zum einen wurde untersucht, ob durch die
Reduktion des metabolischen Drucks der Anteil aktiven Enzyms erhoht werden kann. Zum
anderen wurden die Ergebnisse der Proteomanalyse hinsichtlich Uberexprimierter
Faltungshelfer analysiert. Durch die Coexpression von Chaperonen kann es maoglich sein,
einen gréleren Teil der Gluc-DH in die aktive Form zu uUberfuhren. Weiterhin wurde untersucht,
ob inaktives Produkt im Rahmen des down-streaming Prozesses renaturiert und die

Produktausbeuten damit erhoht werden konnen.
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Um den metabolischen Druck wahrend der rekombinanten Proteinexpression zu senken,
wurde die Plasmidkopienzahl erniedrigt. Hierfur wurde der Co/E1 Replikationsursprung gegen
einen p15A ori ausgetauscht (2.6.7.3). Mittels Plasmidkopienzahl-Bestimmung konnte
nachgewiesen werden, dass die Anzahl der Plasmide je nach Kultivierungszeitpunkt um einen
Faktor zwischen 1,7 und 2,4 gesenkt wurden (Abb. 21). Der Vergleich der Abb. 18 und 21
zeigt, dass sich die Plasmidkopienzahlen des Var-Systems voneinander unterscheiden. Diese
waren in den Versuchen zur Plasmidkopienzahl-Erniedrigung héher als im Vergleich mit dem
WT-System. Dieser Effekt kann auf die unterschiedlichen Kultivierungs-Mallstabe zur
Bestimmung der Plasmidkopienzahlen zurtuckgefuhrt werden. Wurden die Zellen im 20 ml EK-
MaRstab kultiviert, lagen die absoluten Plasmidkopienzahlen unter denen, die wahrend der
Kultivierung von 400 ml in einem Erlenmeyer-Kolben (EK) mit Schikane gemessen wurden.
Dies kann mdglicherweise mit dem unterschiedlichen Sauerstoffeintrag in den EK zusammen
hangen. Ein Vergleich mit anderen Studien, in denen die Plasmidkopienzahlen eines
Expressionssystems in verschiedenen Kultivierungs-Mafstdben mittels QPCR verglichen
wurden, ist nicht beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde jedoch gezeigt, dass ein
reproduzierbarer Unterschied im Verhaltnis der Plasmidkopienzahlen zwischen den Var-, WT-,
Var-pUC- und Var-p15A-Expressionssystemen unabhangig vom Kultivierungsmafstab besteht.
Die Zelldichte-Messungen des Niedrigproduzenten (Var) und des Var-p15A-Systems zeigen,
dass beide Expressionsstamme identische Wachstumsraten aufweisen (3.4.2.1). Die
Expressionsleistungen im Var-p15A System waren um das 2,1- bis 3,3-fache grofRer als im
Niedrigproduzenten. Die hdheren Ausbeuten im Var-p15A System kbénnen auf eine
verlangsamte  Proteinexpression zuruckzuflhren sein, die sich positiv auf die
Produktbildungsraten auswirken. Die Reduktion der Plasmidkopienzahl hatte jedoch keinen
positiven Effekt auf die Ausbeuten an aktivem Enzym (Abb. 22).

Die Veranderungen der Plasmidkopienzahlen durch die Verwendung eines ColE1, pUC oder
p15A oris zeigte, dass sowohl durch die Erhéhung als auch durch die Erniedrigung der
Kopienzahlen, die absolute Expressionsleistung der Zelle verbessert werden konnte. Die
Ausbeuten aktiver Gluc-DH konnten nur unter Verwendung des pQE80L-pUC Vektors erhoht
werden. Im Rahmen des VarpUC Systems scheint das Maximum der ,Adaptions-
Kapazitat* (Hoffmann & Rinas, 2004b) wie im WT-System noch nicht erreicht zu sein.

Fir die Coexpression von Faltungshelfern wurden die Proteomdaten hinsichtlich
I6slichkeitsvermittelnder Proteine untersucht. Auf cytoplasmatischer Ebene wurden der
Trigger-Faktor (Tig), sowie Proteine aus den Hitzeschock-Systemen Hsp70 (DnaK), Hsp90
(HtpG) und Hsp100 (ClpB) detektiert. Der Trigger-Faktor ist bei der Faltung naszierender
Polypeptidketten beteiligt und interagiert mit sehr kurzen Polypeptiden direkt am Ribosom
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(Valent et al., 1995). DnaK, HtpG und ClpB unterstitzen die Faltung l&dngerer Aminosaure-
Ketten und sind insbesondere an der Rulckfaltung aggregierter Proteine beteiligt (Thomas &
Baneyx, 2000; Zolkiewski, 1999; Goloubinoff et al., 1999). AuRerhalb des Cytosols wurde das
periplasmatische Substratbindeprotein OppA identifiziert. Es wurde dem Bereich
,Transport zugewiesen, da es im Rahmen eines ABC-Transporters der Ubertragung von
Oligopeptiden  dient. Richarme & Caldas (1997) beschreiben jedoch auch
I6slichkeitsvermittelnde Eigenschaften von OppA. Da die Expressionsunterschiede mit einem
Faktor bis zu -10,6 (t,) besonders grof3 waren, kann OppA fur die Ruckfaltung aggregierter
Periplasma-Proteine im WT-System von Bedeutung sein. Aufgrund der hohen Gluc-DH
Expressionsraten sollte der Bedarf periplasmatischer Faltungshelfer groer sein als der
cytosolischer Chaperone. Um dies hinsichtlich der rekombinanten Gluc-DH zu Uberprifen,
wurde OppA coexprimiert. FUr die Coexpression wurde ein Plasmid konstruiert, das stabil
neben dem Expressionsvektor pQE80OL bzw. pQE8OL-pUC etabliert werden konnte (2.6.7.4).
pBAD-p15A-0ppA zeichnet sich durch die Verwendung eines p15A-Replikationsursprungs aus,
der zu ColE1 oder pUC oris kompatibel ist (Abb. 23). Als Selektionsmarker wurde die
Chloramphenicol-Acetyltransferase vermittelte Antibiotikaresistenz verwendet. Hierdurch
konnten die Bakterien, die mit den Expressions- und Coexpressions-Vektoren transformiert
wurden, auf Ampicillin und Chloramphenicol selektiert werden. Die Expression von OppA
wurde unter die Kontrolle des Arabinose-induzierbaren Promotors Pgap gestellt. Dieser wird
durch das araC-Genprodukt reprimiert, so dass die Proteinexpression durch Zugabe von
Arabinose in das Kulturmedium induziert werden kann. Die ersten Expressionsversuche
zeigten, dass die Induktion von OppA mehrere Effekte hat. Im SDS-Gel wurden mehrere
Proteine detektiert, die nach der Induktion mit Arabinose deutlich starker exprimiert wurden
(Abb. 24). Im Rahmen einer Sequenz-Analyse sollten diese genauer charakterisiert werden.
Aufgrund der Uberlagerung mehrerer Proteine innerhalb einer Bande konnten die Aminos&ure-
Sequenzen jedoch nicht eindeutig zugeordnet werden. Die weiteren Expressionsversuche
zeigten, dass die Coexpression von OppA nicht zu einer Steigerung der Ausbeuten an aktiver
Gluc-DH fuhrt. Zum einen kann dieser Effekt darauf zurlickzufihren sein, dass die
Loslichkeitsvermittlung im WT-System nicht auf die Uberexpression von OppA zurtickzufiihren
ist, sondern im Zusammenhang mit Prozessen fur den Aufbau der Zellhille steht (Hiles et al.,
1987). Zum anderen kdnnte bei den Experimenten der Zeitpunkt der Arabinose-Induktion
sowie die daraus resultierende Konzentration von OppA suboptimal gewesen sein, so dass bei
der IPTG-Induktion nicht ausreichend OppA fir die Loslichkeitsvermittlung der rekombinanten
Gluc-DH vorlag. Weiterhin muss bei der Coexpression berlcksichtigt werden, dass die Zelle

zusatzliche Energie fur die metabolischen Vorgange aufwenden muss, die mit dem zweiten
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Plasmid zusammen hangen. Die zusatzliche metabolische Last kann der Produktionsleistung
des Organismus abtraglich sein (Hoffmann & Rinas, 2004b).

Neben dem Versuch, Einfluss auf die Loslichkeitsvermittiung wahrend der Proteinexpression
zu nehmen, wurde untersucht, ob inaktives Produkt reaktivierbar ist. Hierfir wurde
rekombinante Gluc-DH aus den Biomasse-Fraktionen nach Zellaufschluss extrahiert und in die
aktive Enzymform Uberflhrt. Die Analysen wurden anhand der Enzymvariante durchgefihrt
und die Expressionssysteme Var und Var-pUC miteinander verglichen. Die Denaturierung
wurde mittels Guanidin-HCI sowie DTT durchgefuhrt, um die Bildung von Heteropolymeren zu
unterdriicken. Da die aktive Gluc-DH Ca®*-lonen als Cofaktor verwendet (1.5), wurde dem
Puffer EDTA zugesetzt (3.4.2.3). Um die Ausbildung der Disulfidbricken bei der Renaturierung
zu gewahrleisten, wurde Glutathion (GSH) im Redoxgleichgewicht mit GSSG verwendet
(oxido-shuffling). Da L-Arginin die Proteinrickfaltung positiv beeinflusst, wurden bei der
Renaturierung zusatzlich 0,5 mol/l der Aminosdure eingesetzt (Tsumoto et al., 2004). Die
Renaturierungsversuche zeigten, dass inaktive, rekombinante Gluc-DH renaturiert werden
kann. Die Produktausbeuten waren im optimierten Expressionssystem Var-pUC mit einem
Faktor von 2,5 hdher als im Niedrigproduzenten Var (Abb. 25). Mit der Aufarbeitung der
Biomassen konnten die Produktausbeuten gesteigert werden. Uberraschender Weise konnten
sogar aus der l6slichen Fraktion des optimierten Expressionssystems die Ausbeuten aktiver
Gluc-DH durch eine De- und anschlieRende Renaturierung erhéht werden (Abb. 26). Dies
zeigt, dass ein Teil der rekombinanten Gluc-DH in der I8slichen Fraktion des Var-puUC
Systems nicht in der optimalen Struktur vorlag. Dieser Effekt kann auf Interaktionen zwischen
Gluc-DH-Volllangen- und proteolytisch degradiertem Produkt zurlickzuflihren sein, wodurch
die enzymatische Aktivitat inhibiert ist. Die De- und Renaturierung kann zur Auflésung dieser
heterogenen Komplexe beitragen und damit die Ausbeuten an aktiver Gluc-DH erhéhen.

Die weiteren Renaturierungsexperimente weisen darauf hin, dass unter den beschriebenen
Testbedingungen hauptsachlich die Anwesenheit des Cofaktors PQQ fir die Reaktivierung der
Gluc-DH erforderlich ist (Abb. 27). Durch die Analyse von Fermentationsproben konnte ein
kritischer Schwellenwert von 75 kU/l bestimmt werden (Tab. 14). Fir héhere Konzentrationen
ist die Durchfiihrung einer klassischen Renaturierung notwendig. Die Analysen zeigen, dass

die Renaturierung sehr schnell erfolgt und somit unter einfachen Bedingungen durchfuhrbar ist.

Ausblick

Die Proteomanalyse lieferte fir die Optimierung der Expressionleistung eine Vielzahl
interessanter Ansatzpunkte. In der Analyse wurden viele Uberexprimierte Proteine der Omp-

Familie detektiert. Diese benutzen flr den Transfer durch die innere Membran - ebenso wie
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die rekombinante Gluc-DH - das Sec-Translokationssystem (Mori & Ito, 2001). Der Transport
mit dem SecYEG-Komplex ist SecB-vermittelt. DnaK kann in der Zelle als backup-System fur
SecB verwendet werden (Hoffmann & Rinas, 2004a). Aufgrund der grof3en Proteinmengen, die
diesen Sekretionsmechanismus durchlaufen, kann bei der Expression bereits der Transfer in
das Periplasma limitierend wirken. Zudem wurden grofle Mengen Gluc-DH aus den
Zelltrimmern der aufgeschlossenen Biomassen renaturiert (3.4.2.3). Es ist somit
wahrscheinlich, dass ein Grofteil der inaktiven, rekombinanten Gluc-DH noch mit der inneren
Membran assoziiert ist. Demzufolge ist eine Uberexpression des gesamten Translokase-
Apparates SecYEG und der daran beteiligten Proteine SecA und SecB bzw. DnaK interessant.
Einer der wichtigsten Parameter fur die rekombinante Gluc-DH Expression wurde mit den
Folgen des envelope stress und der Vermittiung der Proteinldslichkeit identifiziert. Um den
Anteil aktiven Enzyms wahrend der Proteinexpression zu erhéhen, muss die Coexpression
von Chaperonen naher untersucht werden. Um die Léslichkeitsvermittlung der naszierenden,
cytosolischen Gluc-DH zu férdern, erscheint die Coexpression des Trigger-Faktors und der
Hitzeschockproteine DnaK, HtpG und CIpB sinnvoll. Dabei sollte der Induktionszeitpunkt und
die Konzentration der coexprimierten Proteine, sowie der zusatzliche metabolische Druck auf
die Zellen berucksichtigt werden.

Weiterhin wurden die Proteine PdxB, GshA und GrxB detektiert, die bei der Synthese von
Cofaktoren wie Pyridoxin, Thioredoxin, Glutathion oder Glutaredoxin beteiligt sind. Diese sind
fur die oxidative Umgebung im Periplasma und die Ausbildung von Disulfidbriicken essenziell.
Um die Faltung der sekretierten Gluc-DH im Periplasma zu férdern, kann die Coexpression
dieser Faktoren hilfreich sein.

Die extracytoplasmatische Sekretion ist fiir die Ausbildung der Disulfidbricken unerlasslich,
das Periplasma umfasst jedoch nur etwa 10 % des gesamten Zellvolumens (Ruiz et al., 2006).
Damit unterliegt die periplasmatische Expression rekombinanter Produkte einer raumlichen
Limitierung. Um dies zu vermeiden, ist die Entwicklung eines E. coli-Stammes sinnvoll, der das
rekombinante Produkt aus dem Periplasma in das umgebende Medium sekretiert. Hierflr
kénnen zelleigene Transport- bzw. Efflux-Mechanismen durch die duflere Membran genutzt
oder die Sekretion mittels heterologer Sekretionssysteme, durch Fusionspartner oder durch
permeabilisierender Proteine vermittelt werden (Stader & Silhavy, 1990).

Die Proteomanalyse zeigte weiterhin, dass die periplasmatisch aggregierten Proteine der
Degradation ausgesetzt sind. In der vorliegenden Studie wurden einige Proteasen identifiziert
(Tab. 12), so dass die Herstellung von Deletionsmutanten den proteolytischen Abbau der

Gluc-DH weiter reduzieren kann. Insbesondere die Protease OmpT kdnnte hierfir interessant
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sein, da auch Jirgen et al. (2000) OmpT-Fragmente bei der Analyse von inclusion bodies fur
die Expression von a-Glukosidase detektierten.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse zur Expressionsoptimierung (3.4) ist es prinzipiell
moglich, die Herstellung der Gluc-DH nicht auf eine I6slichkeitsvermittelnde, sondern auf eine
inclusion body Expression auszurichten. Hierdurch kdnnten mdgliche toxische Effekte aktiver
Gluc-DH und Engpasse in der Loslichkeitsvermittlung vermieden werden. Da die
Renaturierbarkeit inaktiven Produkts gezeigt wurde, sind genetische und verfahrenstechnische
Optimierungsarbeiten fiir die Ablagerung der Gluc-DH in Einschlusskérperchen sowie die
entsprechenden Veranderungen des down-streaming Prozesses denkbar.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Expressionsoptimierung auf Basis einer
Proteomanalyse durchgefuihrt. Fir zukinftige Arbeiten sollte der Vergleich von
Expressionsprofilen auf die Transkriptom- und Metabolomebene erweitert werden (Nie et al.,
2007). In einem ersten Schritt sollten hierfur entsprechende Methoden etabliert, identische
Expressionsmodelle untersucht und anschliellend parallel auf mMRNA-, Protein- und Metabolit-
Ebene miteinander verglichen werden. Weiterhin sollte die Expressionsprofil-Analyse auf
alternative Expressionssysteme tbertragen werden.

Die Vielfalt der existierenden ,omics-Technologien sollte fur die Optimierung rekombinanter
Proteinexpressionen besser genutzt werden. Durch das Erstellen von Expressionsprofilen ist
es moglich, das Stoffwechselverhalten der Produktionssysteme besser zu verstehen.
Hierdurch kédnnen Verfahren besser gesteuert und die verwendeten Systeme auf genetischer

Ebene zielgerichteter optimiert werden.
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5 Zusammenfassung

Durch globale Expressionsprofil-Analysen auf Transkriptom-, Proteom- oder Metabolom-
Ebene kdénnen biotechnologische Produktionsprozesse besser verstanden und die
Erkenntnisse fir die zielgerichtete, rationale Optimierung von Expressionssystemen genutzt
werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Uberexpression einer Glukose-Dehydrogenase, die von
der Roche Diagnostics GmbH fiir die diagnostische Anwendung optimiert worden war, in E.
coli untersucht. Die Enzymvariante unterscheidet sich in sieben ihrer 455 Aminosduren vom
Wildtyp-Enzym und wird im sonst isogenen Wirt-/Vektor-System in signifikant geringeren
Mengen (Faktor 5) gebildet. Das prokaryontische Expressionssystem wurde auf Proteom-
Ebene charakterisiert. Die 2-dimensionale differenzielle Gelelektrophorese (DIGE) wurde
zuvor unter statistischen Aspekten untersucht. Unter Berucksichtigung von technischen und
biologischen Variationen, falsch-positiven (a-) und falsch-negativen (3-) Fehlern sowie einem
daraus abgeleiteten Versuchsdesign konnten Expressionsunterschiede als signifikant
quantifiziert werden, wenn sie um den Faktor = 1,4 (differierten. Durch eine
Hauptkomponenten-Analyse wurde gezeigt, dass die DIGE-Technologie fir die
Expressionsprofil-Analyse des Modellsystems geeignet ist. Der Expressionsstamm fur die
Enzymvariante zeichnete sich durch eine héhere Variabilitat an Enzymen fur den Zuckerabbau
und die Nukleinsdure-Synthese aus. Im Expressionssystem fir das Wildtyp-Enzym wurde eine
unerwartet erhdhte Plasmidkopienzahl nachgewiesen. Als potenzieller Engpass in der
Expression der rekombinanten Glukose-Dehydrogenase wurde die Loslichkeitsvermittlung
identifiziert. Im Expressionsstamm fir das Wildtyp-Enzym wurden viele Proteine fir die
Biogenese der aulleren Membran verstarkt exprimiert. Als Folge dessen wurde ein sog.
envelope stress ausgeldst und die Zellen gingen in die stationdre Wuchsphase uber.

Die Ergebnisse der Proteomanalyse wurden weiterfihrend dazu genutzt, die
Produktionsleistung fur die Enzymvariante zu verbessern. Durch den Austausch des
Replikationsursprungs im Expressionsvektor wurde die Plasmidkopienzahl erhéht und die
zelluldre Expressionsleistung fur die diagnostisch interessantere Enzymvariante um Faktor 7 -
9 gesteigert. Um die Loslichkeitsvermittiung wahrend der Expression zu verbessern, wurde die
Plasmidkopienzahl gesenkt und die Coexpression von Chaperonen initiiert. Die Ausbeuten
aktiver Glukose-Dehydrogenase wurden durch die Renaturierung inaktiven Produkts aus dem
optimierten Expressionssystem insgesamt um einen Faktor von 4,5 erhéht. Somit flihrte im
Rahmen dieser Arbeit eine proteombasierte Expressionsprofil-Analyse zur zielgerichteten,

rationalen Expressionsoptimierung eines prokaryontischen Modellsystems.
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Anhang

7 Anhang

(1) Proteinsequenzen der exprimierten Gluc-DH Enzyme im Vergleich (Wildtyp-Enzym: WT,
Enzymvariante: Var).

Gluc-DH WT 1 dvpltpsgfakaksenfdkkvilsnlnkphallwgpdngiwlteratgkilrvnpesgsv
Gluc-DH Var L i om S B8 EESEE VN SRR [ SRS S STERTE ST SeTEE B SIEIEIRTE Bve GaTaTE
Gluc-DH WT 61 ktvfgvpeivndadggngllgfafhpdfknnpyiyisgtfknpkstdkelpngtiirryt
Gluc-DH Var Bl i wmoRae e SRR B WU T GRRRTE TR G SRR S RTINS AT e
Gluc-DH WT 121 ynkstdtlekpvdllaglpsskdhgsgrlvigpdgkiyytigdggrnglaylflpngagh
Gluc-DH Var LA s ssme i mon s i S0 SRS 6 SEETAIR RO SUSTEMI M S AL 11 0 - .
Gluc-DH WT 181 tptggelngkdyhtymgkvlrlnldgsipkdnpsfngvvshiytlghrnpgglaftpngk
Gluc-DH Var BB ve momimae die mueoanese e wieosIEe A8 SIE BLETS MG Nee RARONEE WUE REECERS 4RGSR LgICE Sie e ee
Gluc-DH WT 241 llqsqupnsddelnllvkggnygwpnvagykddsgyayanys&aanks1kd1aqngvkv
Gluc-DH Var 241 SR e lholerie e msmere s mhe srLvimEe mE Susmms me SLEiLEIE Sl enalE o Deaia i
Gluc-DH WT 301 aagvpvtkesewtgknfvpplktlytvgdtynyndptcgemtyicwptvapssayvykgg
Gluc-DH Var BOL G Sivnein 56 simiaoe o vmeis e b i Sieie wi wTe saiie e ahe b . TR B ait deiies 45
Gluc-DH WT 361 kkaitgwentllvpslkrgvifrikldptysttyddavpmfksnnryrdviaspdgnvly
Gluc-DH Var BOL o ompan vn ey O SEETRE B SACEE BT B SERIEIE SR T @8 WEEe o sl e
Gluc-DH WT 421 wvltdtagn-vgkddgsvtntlenpgslikftykak

Gluc-DH Var 421 e Bocciaao v SRS i TR W



Anhang

(2) Ergebnisse der 2-D Gel- und MS-Analyse aus den Expressionsprofilen von Hoch- (WT)
und Niedrig- (Var) Expressionssystem zu den Kultivierungszeitpunkten vor Induktion (fc (t,,)), 1
h nach Induktion (fc (t1,,)) und 2 h nach Induktion(fc (t, ,); 3.3).

Protein-

Spot

Acces%ion

name 0.2 o. fc(t,) foc(ting) fo(tany) protein function ©
AccC 633 P24182 < 11,40l < 11,40l -3,43 Acetyl CoA carboxylase: biotin
carboxylase subunit, fatty acid
1285 <11,401  <I1,40l -2,34  and phosphatidic acid
biosynthesis
AceE 416 POAFG8 < 11,40l < 11,40l 2,23 Pyruvate dehydrogenase E1:
energy metabolism
Adk 1343 P69441 < 11,40l 1,58 2,47 Adenylate kinase: Purine
ribonucleotide biosynthesis
Amn 515 POAE12 -1,83 -1,76 -2,45 AMP nucleosidase: salvage of
nucleosides and nucleotides
Apt 620 P69503 < 11,401 < 11,401 -2,16 Adenine
phosphoribosyltransferase:
Salvage of nucleosides and
nucleotides
AsnS 416 POABMO < 11,40l < 11,40l 2,23 Asparagine tRNA synthetase:
aminoacyl-tRNA synthetases,
tRNA modification
AtpA 546 POABBO < 11,401 -5,29 -10,15  Membrane-bound ATP
synthase, F1 sector, alpha-
1609 < 11,40I < 11,40I 1,78 subunit: ATP-proton motive
force interconversion
AtpD 1167 POABB4 < 11,401 -3,73 -24,61  Membrane-bound ATP
synthase, F1 sector, beta-
subunit: ATP-proton motive
force interconversion
CarA 792 POAGBF1 < 11,401 2,1 2,74 Aspartate
carbamoyltransferase, catalytic
subunit: pyrimidine
ribonucleotide biosynthesis
ClpB 1230 P63284 < 11,401 < 11,401 -2,70 Chaperone
1401 1,54 < 11,401 < 11,401
Cmk 1343 POAGIO < 11,40l 1,58 2,47 Cytidylate kinase: pyrimidine
ribonucleotide biosynthesis
CodA 620 P25524 < 11,40l < 11,40l -2,16 Cytosine deaminase: Salvage
1139 < 11,401 15 295 of nucleosides and nucleotides
Crr 1609 P69783 < 11,40l < 11,40l 1,78 PTS system, glucose-specific
[IA component: transport of
small molecules: carbohydrates,
organic acids, alcohols
CysK 845 POABKS -3,74 -4,58 -7,59 Cysteine synthase A, O-
1052 < 11,401 < 11,401 3,95 acetylserine sulfhydrolase A:

cysteine biosynthesis



Anhang

Protein-
name

Spot
no.?

Accession
no.”

fc (tv.)

fc (tin.)

fc (tzn.)

protein function ©

CysP

DacA

DacC

DapA

DeoC

DnaK

Dps

Eda

FabF

FabG

FabH

FhuA

FhuC

FolD

1113
1141

853

865

1127

1300

1167

1401

1632

1500

1052

1451

1061

215

631

1052

1107

P16700

POAEB2

P08506

POAGL2

POAGLO

POAGY8

POABT2

POA955

POAAIS

POAEK2

POAGRO

P06971

P07821

P24186

< 11,401
< 11,401

-3

< 11,401

< 11,401

< 11,401

< 11,401

1,54

< 11,401

< 11,401

< 11,401

< 11,401

-1,42

< 11,401

< 11,401

< 11,401

< 11,401

1,44
1,44

-2,95

< 11,401

< 11,401

< 11,401

-3,73

< 11,401

< 11,401

< 11,401

< 11,401

1,86

-2,68

-1,47

< 11,401

< 11,401

< 11,401

2,44
1,89

-6,02

-1,53

-1,50

-2,33

-24,61

< 11,401

1,97

2,26

-3,95

4,76

-6,93

-2,78

-2,87

-3,95

-2,40

Thiosulfate binding protein:
transport; transport of small
molecules (anions)

D-alanyl-D-alanine
carboxypeptidase fraction A,
penicillin binding protein 5:
murein sacculus, peptidoglycan

D-alanyl-D-alanine
carboxypeptidase, penicillin
binding protein 6: murein
sacculus, peptidoglycan

Dihydrodipicolinate synthase:
lysine biosynthesis

2-deoxyribose-5-phosphate
aldolase: salvage of
nucleosides and nucleotides

Chaperone Hsp 70:
autoregulated heat shock
proteins, DNA biosynthesis

global regulator, DNA
protection, starvation conditions

2-keto-3-deoxygluconate 6-
phosphate aldolase. central
intermediary metabolism

(Entner-Douderoff = KDPG)

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase I: fatty acid and
phosphatidic acid biosynthesis

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
reductase: fatty acid and
phosphatidic acid biosynthesis

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase llI: fatty acid and
phosphatidic acid biosynthesis

outer membrane protein
receptor for ferrichrome, colicin
M, and phages T1, T5, and
phi80

ATP-binding component of
hydroxymate-dependent iron
transport: transport; transport of
small molecules (cations)

5,10-methylene-tetrahydrofolate
dehydrogenase: biosynthesis of
cofactors, carriers (folic acid)



Anhang

Protein- Spot Accession . "
name no.9 no.2 fc (ty.) fc (tiny) fo(t2n) protein function

FtsA 908 POABHO -1,44 < 11,401 < 11,401 ATP-binding cell division
protein: septation process,
complexes with FtsZ,
associated with junctions of
inner and outer membranes

FusA 1576 POAG6M8 < 11,40l < 11,40l 2,70 GTP-binding protein chain
elongation factor EF-G: protein
translation and modification

GatY 1230 P37192 < 11,40l < 11,40l -2,70 Tagatose-1,6-bisphosphate
aldolase: degradation of small
molecules (Carbon compounds)

GIf 908 P37747 -1,44 < 11,40l <I11,401 UDP-galactopyranose mutase:
degradation of small molecules
(Carbon compounds)

GImS 305 P17169 < 11,40l 1,43 1,62 L-glutamine:D-fructose-6-
phosphate aminotransferase:
central intermediary metabolism
(amino sugars)

GItD 514 P09832 < 11,401 < 11,401 -2,61 Glutamate synthase (NADPH)
small subunit: central

543 < 11,401 -4,37 -3,43 intermediary metabolism (pool,
multipurpos conversions)

rek. 543 P15877 < 11,40l -4,37 -3,43 Quinoprotein glucose

Gluc- dehydrogenase-B precursor:

DH 546 < 11,401 -5,29 -10,15  oxidizes glucose to
gluconolactone

639 < 11,401 < 11,401 -10,53
858 -1,48 < 11,401 -2,63
1167 < 11,401 -3,73 -24,61
1283 < 11,401 -36,58 -9,21
1318 < 11,40l -28,5 -8,50
1359 < 11,401 1,51 1,72

GlyA 724 POA825 < 11,401 < 11,401 2,21 Serine

hydroxymethyltransferase:

733 <11,40 1,62 314 interconversion of serine and
glycine; key enzyme in the
biosynthesis of purines, lipids,
hormones and other
components

GlyS 1658 P00961 < 11,401 < 11,401 2,20 Glycine tRNA synthetase beta

subunit: aminoacyl tRNA
synthetases, tRNA modification



Anhang

Prr:;tr?\:‘- ?\%‘_’; Acc::.%lon fc (ty.) fc (tiny) fo(t2n) protein function ©

GpmA 1327 P62707 < 11,40l < 11,40l 2,34 Phosphoglyceromutase 1:
energy metabolism, carbon

1512 < 11,401 1,44 2,64 (glycolysis)

Gpt 1658 POA9M5 < 11,40l < 11,40l 2,20 Guanine-hypoxanthine
phosphoribosyltransferase:
salvage of nucleosides and
nucleotides

GrxB 1418 POACS59 < 11,40l -5,19 -4,31 Glutaredoxin 2: carrier;
biosynthesis of cofactors,
carriers (thioredoxin,
glutaredoxin, glutathione)

GshA 414 POAGW9 -1,6 < 11,40l -1,62 biosynthesis of cofactors,
carriers: Thioredoxin,
glutaredoxin, glutathione

HtpG 1099 POAGZ3 < 11,40l -1,48 -2,38 Chaperone Hsp 90

HtrA 652 POCOVO < 11,40l < 11,40l -1,79 Periplasmic serine protease Do
= DegP: heat shock protein;
enzyme; degradation of
proteins, peptides

livB 414 P08142 -1,6 < 11,40l -1,62 Acetolactate synthase | large
subunit: isoleucine, valine
biosynthesis

Imp 191 P31554 < 11,40l -1,5 -2,21 Organic solvent tolerance:
phenotype; adaptations,
atypical conditions

InfB 290 POA705 < 11,40l -1,89 -2,54 Protein chain initiation factor IF-
2: protein translation and
modification

KatG 215 P13029 < 11,401 -1,47 -2,78 Catalase: detoxification

KdgK 792 P37647 < 11,40l 2,11 2,74 Ketodeoxygluconokinase:
degradation of small molecules
(carbon compounds)

Kdul 553 Q46938 < 11,401 < 11,401 -2,21 Homolog of pectin degrading

enzyme 5-keto 4-deoxyuronate
isomerase: degradation of small
molecules (carbon compounds)



Anhang

Prr:;tr?\:‘- ?\%‘_’; Acc::.%lon fc (tv.) fc (t1na)  fc (tzni) protein function ©
Lacl 839 P03023 -1,52 -3,96 -5,61 Lacl: transcriptional repressor of
841 <1140l <1140  -507 helacoperon
844 -2,2 -1,72 -2,93
845 -3,74 -4,58 -7,59
846 -3,45 -3,84 -6,02
852 -3,3 -3,82 -6,13
853 -3 -2,95 -6,02
865 < 11,401 < 11,401 -1,53
877 < 11,401 -4,96 -7,64
908 -1,44 < 11,401 < 11,401
927 -3,65 -4,37 -6,81
LeuA 482 P09151 -1,57 < 11,40l -1,51 2-isopropylmalate synthase:
leucine biosynthesis
LeuC 515 POAGAG -1,83 -1,76 -2,45 3-isopropylmalate isomerase
(dehydratase) subunit: leucine
biosynthesis
LysS 1124 POA8BN3 < 11,40l 1,56 2,07 Lysine tRNA synthetase:
constitutive
LysU 1632 POA8BN5 < 11,40l < 11,40l 1,97 Lysine tRNA synthetase:
inducible; heat shock protein,
enzyme; aminoacyl tRNA
synthetases, tRNA modification
ManX 194 P69797 < 11,40l -2,27 -3,28 PTS enzyme IIAB, mannose-
specific: transport of small
845 -3,74 -4,58 -7,59 molecules (carbohydrates,
organic acids, alcohols)
1052 < 11,401 < 11,401 -3,95
Map 1178 POAE18 < 11,40l -2,19 -3,51 Methionine aminopeptidase:
protein translation and
modification
Mdh 1139 P61889 < 11,40l 1,5 2,95 Malate dehydrogenase: energy
metabolism, carbon (TCA cycle)
MukF 592 P60293 < 11,401 < 11,401 -2,53 Killing factor KicB: Cell killing
MurE 538 P22188 < 11,40l -2 -4,28 UDP-N-acetylmuramoylalanyl-

D-glutamate-2,6-
diaminopimelate-ligase: murein
sacculus, peptidoglycan

VI



Anhang

Prrlzt:":' ?\%‘_’; Acc::.%lon fc (tv.) fc (t1na)  fc (tzni) protein function °

OmpA 890 POA910 < 11,40l < 11,40l 2,30 outer membrane protein 3a

1054 < 11,401 -5,93 -13,60
1103 < 11,401 < 11,401 -2,22
1107 < 11,401 < 11,401 -2,40
1230 < 11,401 < 11,401 -2,70
1300 < 11,401 < 11,401 -2,33
1658 < 11,401 < 11,401 2,20

OmpC 886 P06996 < 11,40l -7,81 -17,88  outer membrane protein C

OmpP 1099 POA917 < 11,40l -1,48 -2,38 Outer membrane protease
OmpP precursor: protease; also
acts as a receptor for
bacteriophage Ox2

OmpR 546 POAA16 < 11,40l -5,29 -10,15  Response regulator (sensor,
EnvZ) affecting transcription of
ompC and ompF (regulator;
global regulatory functions)

OmpT 1285 P09169 < 11,40l < 11,40l -2,34 Outer membrane protein 3b (a)
protease VII

OppA 411 P23843 < 11,401 -5,27 -10,61  Oligopeptide transport;
periplasmic binding protein:
transport; Protein, peptide
secretion

PanC 1130 P31663 < 11,40l < 11,40l 2,26 Pantothenate synthetase:
biosynthesis of cofactors,
carriers (pantothenate)

PckA 845 P22259 -3,74 -4,58 -7,59 Phosphoenolpyruvate
carboxykinase (ATP): central
intermediary metabolism
(gluconeogenesis)

PdxB 879 P05459 -2,7 -2,22 -1,98 Erythronate-4-phosphate
dehyrogenase: biosynthesis of
cofactors, carriers (pyridoxine)

PepD 553 P15288 < 11,40l < 11,40l -2,21 Aminoacyl-histidine dipeptidase:
degradation of proteins,

1359 <11,40I 1,51 1,72 peptides, glyco

PepN 1124 P04825 < 11,40l 1,56 2,07 Aminopeptidase N: degradation
of proteins, peptides, glyco

PepQ 544 P21165 < 11,401 -2,36 -7,19 Proline dipeptidase:
degradation of proteins,
peptides, glyco

PfiIB 733 P09373 < 11,40l 1,62 3,14 Formate acetyltransferase 1:

energy metabolism, carbon
(anaerobic respiration)

Vi
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Pgk 835 POA799 < 11,40l 1,42 2,48 Phosphoglycerate kinase:
energy metabolism, carbon
(glycolysis)

PheA 844 POA9J8 -2,2 -1,72 -2,93 Chorismate mutase-P:

845 3,74 4,58 7,59 phenylalanine biosynthesis

PheS 724 P08312 < 11,40l < 11,40l 2,21 Phenylalanine tRNA synthetase
alpha-subunit: aminoacyl tRNA
synthetases, tRNA modification

PhoR 845 P08400 -3,74 -4,58 -7,59 Positive and negative sensor
protein for pho regulon: global
regulatory functions

PpiB 1658 P23869 < 11,40l < 11,40l 2,20 Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase B: protein translation
and modification

PrsA 1103 POA717 < 11,401 < 11,401 -2,22 Phosphoribosylpyrophosphate
synthetase: purine

1295 <11,401 1,48 249 ribonucleotide biosynthesis

Pta 191 POA9MS8 < 11,40l -1,5 -2,21 Phosphotransacetylase:
degradation of small molecules
(carbon compounds)

PurC 1359 POA7D7 < 11,40l 1,51 1,72 Phosphoribosylaminoimidazole-
succinocarboxamide synthase:
purine biosynthesis

PurH 416 P15639 < 11,40l < 11,40l 2,23 Phosphoribosylaminoimidazolec
arboxamideformyltransferase:
purine ribonucleotide
biosynthesis

PurK 932 P09029 < 11,40l < 11,40l 2,18 Phosphoribosylaminoimidazole
carboxylase: purine
ribonucleotide biosynthesis

PurN 1373 P08179 < 11,40l 1,42 2,23 Phosphoribosylglycinamide
formyltransferase 1: purine
ribonucleotide biosynthesis

PyrB 1076 POA786 < 11,401 2,88 4,76 Aspartate
carbamoyltransferase, catalytic

1093 <!.40 2,88 3,11 subunit: pyrimidine
ribonucleotide biosynthesis

PyrD 939 POA7E1 < 11,40l -11,5 -5,56 Dihydroorotate dehydrogenase:
pyrimidine ribonucleotide
biosynthesis

RbsB 1295 P02925 < 11,40l 1,48 2,49 D-ribose periplasmic binding

protein: transport; transport of
small molecules
(carbohydrates, organic acids,
alcohols)
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Rf2

RfaD

RfbB

Rho

Rnc

Rpll

RpoA

RpoS

SdhA

SerA

SodA

SodB

SucB

Tgt

1658

1359

890

633

1355

1385
1500

1373

1043

631

724

1533

1576

543

724

P07012

P67910

P37759

POAG30

POA7YO

POA7R1

POA7Z4

P13445

POAC41

POAITO

P00448

POAGD3

POAFG6

POA847

< 11,401

< 11,401

< 11,401

< 11,401

< 11,401

< 11,401
< 11,401

< 11,401

< 11,401

< 11,401

< 11,401

< 11,401

< 11,401

< 11,401

< 11,401

< 11,401

1,51

< 11,401

< 11,401

-2,95

< 11,401
< 11,401

1,42

1,59

< 11,401

< 11,401

1,49

< 11,401

-4,37

< 11,401

2,20

1,72

2,30

-3,43

-3,34

-2,37
2,26

2,23

2,21

-2,87

2,21

1,80

2,70

-3,43

2,21

Peptide chain release factor 2
(RF-2): directs the termination
of translation in response to the
peptide chain termination
codons UGA and UAA by
similarity

ADP-L-glycero-D-
mannoheptose-6-epimerase:
surface polysaccharides and
antigens

dTDP-glucose 4,6 dehydratase:
central intermediary metabolism
(Sugar-nucleotide biosynthesis,
conversions)

Transcription termination factor
Rho: RNA synthesis,
modification, DNA transcription

RNase lll: degradation of RNA

50S ribosomal subunit protein
L9: structural component;
ribosomal proteins - synthesis,
modification

RNA polymerase alpha subunit:
RNA synthesis, modification,
DNA transcription

Sigma S factor, sigma 38:
synthesis of many growth phase
related proteins

Succinate dehydrogenase
flavoprotein subunit: energy
metabolism, carbon (TCA cycle)

D-3-phosphoglycerate
dehydrogenase: serine
biosynthesis

Superoxide dismutase
manganese: detoxification

Superoxide dismutase, iron:
detoxification

2-oxoglutarate dehydrogenase:
energy metabolism, carbon
(TCA cycle)

tRNA-guanine transglycosylase:
aminoacyl tRNA synthetases,
tRNA modification
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Tig 515 POA850 -1,83 -1,76 -2,45 Trigger factor: molecular
chaperone involved in cell
591 < 11,401 < 11,401 -3,33 division
1099 < 11,401 -1,48 -2,38
TktA 240 P27302 1,4 < 11,40l <I11,401 Transketolase 1 isozyme:
central intermediary metabolism
(non-oxidative branch, pentose
pathway)
TnaA 631 POA853 < 11,40l < 11,40l -2,87 Tryptophanase: degradation of
small molecules (amino acids)
TolC 553 P02930 < 11,40l < 11,40l -2,21 Outer membrane channel:
specific tolerance to colicin E1;
segregation of daughter
chromosomes
TufA 886 POAG6N1 < 11,40l -7,81 -17,88  Protein chain elongation factor:
protein translation and
modification
UbiB 1346 POAEN1 < 11,40l -1,44 -2,32 Ferrisiderophore reductase:
energy metabolism, carbon
(electron transport)
Udp 1124 P12758 < 11,40l 1,56 2,07 Uridine phosphorylase: salvage
1576 < 11,401 < 11,401 270 of nucleosides and nucleotides
YaeT 131 POA940 < 11,40l -2,09 -3,93 Outer membrane protein
1230 <1401 <1401 270  2ssemblyfactor
YafA 693 P04335 -1,41 < 11,40l -1,43 Hypothetical protein
YajQ 1620 POABE7 1,55 1,52 2,90 UPF0234 protein
YchF 543 POABU2 < 11,40l -4,37 -3,43 Putative GTP-binding protein
YeaD 1127 P39173 < 11,401 < 11,401 -1,50 UPFO0010 protein
YecO 1346 P76290 < 11,401 -1,44 -2,32 Protein
YgfZz 1021 POADES8 < 11,401 < 11,401 1,91 Protein
YihK 1359 P32132 < 11,401 1,51 1,72 Putative GTP-binding factor:
non-standard protein translation
YifG 608 P61887 < 11,401 < 11,401 -2,25 Putative ligase

@ Nummerierung entsprechend der DeCyder™ Software. Kursiv geschriebene Spotnummern
enthalten mehr als ein Protein pro Spot.

b UniProt Accession No.

¢ Die Beschreibung der Proteinfunktion basiert auf den EcoCyc, UniProt und/oder Ecogp
Datenbanken.
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