Klonierung der D-Carbamoylase

aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117

Von der Fakultat Geo- und Biowissenschaften der Universitat Stuttgart
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

genehmigte Abhandlung

vorgelegt von Markus Werner

aus Hagen

Hauptberichter: Prof. Dr. C. Syldatk
Mitberichter: Prof. Dr. R. D. Schmid
Tag der miundlichen Prifung: 25.05.2001

Institut fur Bioverfahrenstechnik
Lehrstuhl Physiologische Mikrobiologie
Universitat Stuttgart

2001



Zusammenfassung

In Ganzzellaktivitatstests mit dem Bodenbakterium Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 konnte
gezeigt werden, dass unter geeigneten Bedingungen racemische Gemische von Hydantoinderivaten
spezifisch in die entsprechenden D-Aminosduren umgewandelt werden kdnnen. In der vorliegenden
Arbeit sollten die molekularbiologischen Grundlagen zur Produktion der an dieser Reaktion beteiligten
D-Carbamoylase erarbeitet werden. Um das Gen fur dieses Enzym, das in der Zelle nur in sehr
geringen Konzentrationen vorlag, zu isolieren, wurde von der These ausgegangen, dass die am
Hydantoinabbau beteiligten Enzyme in unmittelbarer Nachbarschaft auf einem gemeinsamen Operon
lokalisiert sind. Zur Isolierung des Carbamoylasegens wurde daher zunachst die Aufreinigung der
D-Hydantoinase angestrebt. Nach der Fermentation von A. crystallopoietes wurde die D-Hydantoinase,
die den ersten Schritt der Biotransformation katalysiert, aufgereinigt und proteolytisch verdaut.
Basierend auf den neu gewonnenen Proteinsequenzdaten wurden Primer abgeleitet, die anschlielend
in einer degenerierten Polymerase-Kettenreaktion (PCR) Verwendung fanden. Das vollstandige Gen
und weitere flankierende Sequenzbereiche konnten Uber die Technik der inversen PCR kloniert
werden. Durch Sequenzvergleiche mit Protein- und DNA-Datenbanken wurden insgesamt finf offene
Leserahmen identifiziert. Drei davon liegen vollstandig vor und zeigen Homologien zu einer
Hydantoinase (hyuH), D-Carbamoylase (AyuCp) und einer L-Carbamoylase (hyuC;). Die
ansequenzierten Gene weisen Ahnlichkeiten zu einem Repressor (orfI) und einer Permease (AyuP)
auf. Als Besonderheit gilt das ttg-Startcodon der D-Carbamoylase.

Die D-Carbamoylase wurde heterolog in Escherichia coli expremiert und die Funktion des
rekombinanten Enzyms durch Aktivitatstests bestatigt. Anschlielend wurde das Enzym nach einer
Fusion mit einem His-tag Uber Metallaffinitatschromatographie aufgereinigt und biochemisch
charakterisiert. Dabei weichen die Eigenschaften des Fusionsproteins nicht von denen des Wildtyp-
Enzyms ab. Die D-Carbamoylase weist eine breite Substratspezifitat auf und setzt sowohl aliphatische
als auch aromatische D-Carbamoyl-Aminosduren um. Im Gegensatz zu bisher in der Literatur
beschriebenen D-Carbamoylasen liegt die spezifische Aktivitat fur D-Carbamoyl-Alanin um den Faktor
funf héher als bei den Ubrigen Substraten. Weiterhin hebt sich das Enzym von den bisher isolierten
D-Carbamoylasen durch ein Temperaturoptimum im unteren, mesophilen Bereich ab. Die Ubrigen
Eigenschaften, wie Metallabhangigkeit, pH-Optimum oder das Molekulargewicht stimmen mit denen,
der bisher isolierten D-Carbamoylasen tberein.

Die D-Carbamoylase wurde zusammen mit einer D-Carbamoylase aus Agrobacterium sp. | 1P-671 und
einer L-Carbamoylase aus Arthrobacter aurescens zu Untersuchungen zum Reaktionsmechanismus
von D- bzw. L-Carbamoylasen eingesetzt. Hierzu wurden qualitative Assays fir die Umsetzung
verschiedener D,L-Carbamoyl-Phenylalanin-Derivaten etabliert, die an unterschiedlichen Positionen des
Molekils durch andere Atome oder Atomgruppen substituiert waren. Die Ergebnisse zeigen, dass
D-Carbamoylasen die Decarbamoylierung durch einen Amidasemechanismus katalysieren, wahrend
L-Carbamoylasen eine ,echte” Decarbamoylierung des Substrates bewirken. Basierend auf den
unterschiedlichen Umsetzungsdaten konnten fir beide Katalysetypen die zugrundeliegenden
Reaktionsmechanismen beschrieben werden.

Die D-Hydantoinase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 wurde ebenfalls isoliert und
heterolog expremiert, wobei die Expression des l6slichen Proteins nachgewiesen werden konnte, nicht
aber die Aktivitat des Enzyms.
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I Einleitung

Im Jahre 1861 gelang erstmals die chemische Synthese von Hydantoin durch Reduktion von Allantoin,
einem zyklischen Amid, das als Zwischenprodukt im Purinabbau auftritt. In den 30-er Jahren wurden
fur 5,5-disubstituierte Hydantoinderivate erstmals pharmakologische Wirkungen beschrieben.
Diphenylhydantoin (Dilantin®) wird auch heute noch als Antikonvulsiva bei der Behandlung von
Epilepsie und Parkinson eingesetzt (Kita et al., 2000).

Weil Hydantoine auch als cyclische Ureide von a-Aminosiuren aufgefalit werden kénnen, wurden
racemische  5-monosubstituierte  Hydantoinderivate in den 60-er Jahren erstmals als
Vorlaufersubstanzen fir die industrielle Produktion von optisch aktiven a-Aminosduren eingesetzt.
Deshalb wuchs der Bedarf an einfachen und kostengiinstigen Verfahren zur chemischen Synthese
dieser Hydantoinderivate, sodass heute im Wesentlichen vier Verfahren zu deren Herstellung etabliert
sind (siehe .

Sowohl Struktur und Eigenschaften von Hydantoinen als auch deren Synthese und
Anwendungsmaoglichkeiten sind in der Literatur ausfuhrlich beschrieben (Kleinpeter, 1997; Ogawa,
1999; Beller 1999).

R-CHO + HCN R YCOOH ;

+ OCN

+ NH,
(NH,),CO,
Strecker Synthese H
AN yd
O
R PN

- 1. OH
R-CHO 2. H,/Kat o
+
O s
( h=0.1 R YCOOEt
—N N— *=L,DoderD,L NCO + NH3

Abbildung 1: Herstellungsverfahren zur chemische Synthese von Hydantoinen

Systematisch wird Hydantoin auch als Imidazolidin-2,4-dion bezeichnet und liegt unter
physiologischen Bedingungen in einer durch Keto-Enol-Tautomerie stabilisierten Form vor (siehe
Abbildung 2). Die meisten Hydantoinderivate racemisieren nur langsam, wobei Hydantoine mit



aromatischen und hydrophilen Resten aufgrund der héheren Elektronegativitat schneller racemisieren
als solche, mit aliphatischen Resten (Syldatk et al., 1992; siehe |Tabelle 1)). Die Racemisierung der

Hydantoinderivate ist bei niedrigen pH-Werten und hohen Temperaturen beginstigt.

R O R OH R O
I = —
HN_ _NH HN_ _NH HN.__NH
b b b
O
L-Hydantoin Enol D-Hydantoin

Abbildung 2: Keto-Enol-Tautomerie von 5-monosubstituierten Hydantoinderivaten

Tabelle 1: Racemisierungskonstanten k;,. und Halbwertszeiten /... flr unterschiedliche
Hydantoine bei pH 8.5 und 40°C

5-monosubstituierte korrespondierende Krac (h'l) ty rac (D)
Hydantoine D-Aminosaure

Substituent:

Phenyl D-Phenylglycin 2.59 0.27
Hydroxymethyl D-Serin 0.43 1.60
Benzyl D-Phenylalanin 0.14 5.00
Methylthioethyl D-Methionin 0.12 5.82
1'-Hydroxyethyl D-allo-Threonin 0.11 6.41
3'-Ureidopropy! D-Citrullin 0.049 14.26
1'-Methylethyl D-allo-1soleucin 0.044 15.84
Imidazolylmethyl D-Histidin 0.043 16.09
Isobutyl D-Leucin 0.032 21.42
Methyl D-Alanin 0.020 33.98
Isopropy! D-Valin 0.012 55.90

Bei der Berechnung der Daten wurde eine Reaktion 1. Ordnung angenommen:
In ([a]/[a]O) =- kfac L tVz,faC =1In Z/krac

Aktuelle Bemihungen im Bereich der chemischen Synthese von Hydantoinen befassen sich mit dem
Ziel, ,Eintopfreaktionen“ zu etablieren, die eine kostenglinstige und einfache Synthese der

Hydantoinderivate ermdglichen (Beller 1999).



2 Am Hydantoinabbau beteiligte Enzyme und ihre genetische Organisation

Nachdem man in den 40-er Jahren erkannt hatte, dass Mikroorganismen Hydantoinderivate als
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle nutzen kénnen, fand man bald heraus, welche Enzyme fir den
Abbau verantwortlich sind. Im ersten Schritt katalysiert eine Hydantoinase die zumeist stereoselektiv
verlaufende Ring6ffnung. Die entstandene Carbamoylaminosdure wird dann in einem zweiten,
irreversiblen Schritt durch eine N-Carbamoylaminosdure-Amidohydrolase (N-Carbamoylase) in die freie
Aminosaure umgesetzt. In Abhangikeit davon, ob D- oder L-spezifische Enzyme an dieser Umsetzung
beteiligt sind, entstehen enantiomerenreine D- oder L-a-Aminosauren. Den Transport des Substrates
in das Zellinnere Ubernehmen vermutlich Permeasen. Racemasen ermdglichen eine vollstandige
Umsetzung des racemischen 5'-substituierten Hydantoins in die entsprechende Aminosaure. Das

allgemeine Reaktionsschema ist in Abbildung 3 dargestellt.

L-spezifisch D-spezifisch
R COOH R O R 0] R\/COOH
\‘/ L-Hydantoinase H pH > 8 — D-Hydantoinase :
AN NH, =" HUN__NH =—f—— HN___NH =~ HN_NH,
\n/ \[r und/oder \[( \n/
o] . o)
(0] Racemase 0]

[L-N-Carbamoy+AS) D-N-Carbamoy-AS]
H,0 H,0
L-N-Carbamoylase R\‘/COOH R._-COCH D-N-Carbamoylase

N NH, NH,
- CO,, - NH, - CO,, - NH,
[L-Aminosaure (AS)| [D-Aminoséure (AS)|

Abbildung 3: Allgemeines Reaktionsschema fir die Herstellung optisch reiner D- oder L-
Aminosauren mit dem Hydantoinaseverfahren.

Beim Screening nach Hydantoin-verwertenden Mikroorganismen wurden bisher sowohl Gram-positive
als auch Gram-negative Prokaryonten aus funf verschiedenen phylogenetischen Gruppen isoliert:
Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Blastobacter, Flavobacterium, Nocardia, Pseudomonas,
Comamonas, Thermus und Agrobacterium. Eine vollstdndige Anordnung der Gene, die fur die am
Abbau beteiligten Enzyme kodieren, ist bisher nur fur drei Organismen beschrieben worden. Dabei
sind die codierenden Strukturgene der Enzyme in Form eines sogenannten hquI—GencIusters auf der

genomischen DNA (Arthrobacter und Agrobacterium) oder auf einem Plasmid (Pseudomonas)

Y hyu steht als Abkiirzung fiir ,,hydantoin utilizing“; nach Watabe et al., 1992
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nebeneinander angeordnet (siehe |Abbildung 4). Von den drei Ayu-Genclustern beinhalten
Agrobacterium und Pseudomonas die Gene fir eine D-selektive Spaltung und Arthrobacter Gene fir

eine L-selektive Spaltung.

Agrobacterium -

% <m F< a F< B e hyuo
sp. IP 1-671

Pseudomonas

sp. NS671 ot - ()[R nwiC orts @
Arthrobacter

8 )-(e y{o_)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der bekannten Sequenzbereiche der Hydantoin-
Gencluster aus Agrobacterium sp. IP 1-671 (Hils, 1998), Pseudomonas sp. NS671 (Watabe
et al., 1992) und Arthrobacter aurescens DSM 3747 (Wiese, 2000); hyuA, hyuB und hyuH
Hydantoinase, hyuD (hypothetische D-Aminosaure-Dehydrogenase), hyuC
(Carbamoylase), hAyuN (hypothetische NADPH-Flavin-Oxidoreduktoase), AyuA und hyuE
(hypothetische Racemasen), AyuP (Permease)

Ein genetisches Element, das an der Regulation der Gentranskription beteiligt ist, konnte bisher nicht
identifiziert werden. Auch mit dem Genprodukt von orf8 aus Arthrobacter aurescens, das Homologien
zu Regulationsproteinen der J/acl-Familie aufweist, konnte kein Einfluss auf die Transkription
nachgewiesen werden (Wiese, 2000). Allerdings wird in der Literatur einigen Hydantoin- und
Purinderivaten ein induktiver Effekt zugeschrieben, wenn diese Substanzen bei der Kultivierung im
Medium enthalten sind (C. Syldatk et al., 1990/1992 und Meyer et al., 1993).

Die physiologische Funktion der Hydantoin-spaltenden Enzyme ist bisher noch nicht vollstandig
aufgeklart. Neben einer metabolischen Funktion innerhalb des Purin- und Pyrimidinkatabolismus, wird
auch die Nutzung von Hydantoinderivaten als Stickstoff- und Kohlenstoffquelle diskutiert. Dabei fallen
Hydantoinderivate als Sekundéarmetabolite und auch in Exkrementen von einigen Saugern an (Hils,
1998). Im folgenden werden die Eigenschaften und Charakteristika der Enzyme Hydantoinase,

D-Carbamoylase und L-Carbamoylase néher beschrieben.



11

2.1 Hydantoinase

Die Hydantoinasen werden in der Enzymnomenklatur den zyklischen Amidasen (EC 3.5.2) zugeordnet
und lassen sich dabei in zwei Gruppen unterteilen. Eine, die naturlicherweise vorkommende
Hydantoinderivate als Substrate nutzt (z.B. Carboxymethyl-Hydantoinase
(EC 3.5.2.4), Allantoinase (EC 3.5.2.5), 1-Methyl Hydantoinase (EC 3.5.2.14) und Carboxyethyl-
Hydantoinase (EC 3.5.2.) und eine zweite, die zyklische Amide als Substrate umsetzt (z.B. Barbiturase
(3.5.2.1), Dihydropyrimidinase (EC 3.5.2.2) und Dihydroorotase (EC 3.5.2.3).

Aufgrund phylogenetischer Stammbaumanalysen konnte gezeigt werden, dass die zyklischen
Amidasen, mit Ausnahme der ATP-abhéngigen Hydantoinasen, einer Proteinsuperfamilie angehdren
(May et al., 1998). Diese weist Verwandschaftsbeziehungen zu Ureasen auf und kann als das Ergebnis
einer divergenten Evolution angesehen werden (May et al., 1998 und Kim et al., 1998). Zusammen
mit Nitrilasen und Amidasen kénnte diese Enzymklasse ihren Ursprung vermutlich in den prabiotischen
Bedingungen der friihen Entstehung des Lebens haben. Mittlerweile gibt es einige Hinweise darauf,
dass in dieser Phase der Entstehung des Lebens nicht a-Aminosduren sondern A-Carbamoyl-a-
Aminosauren die ersten Bausteine fur prabiotische Peptide darstellten (Taillades et al., 1998).

Die Verwandtschaft unter den zyklischen Amidasen wird unter anderem durch hoch konservierte
Sequenzbereiche belegt. Ein Beispiel hierfur ist das Zinkbindungsmotiv der zyklischen Amidasen, das
sowohl strukturelle als auch katalytische Funktionen im Protein Ubernimmt (May et al., 1998 und
1999).

Eine Klassifizierung der Hydantoinasen, die sich aufgrund der Anwendung in der chemischen Industrie
lediglich an der Stereoselektivitat orientiert, spiegelt nicht deren phylogenetische Beziehungen wieder
(Ogawa et al., 1997).

Die Fahigkeit der Dihydropyrimidinase (EC 3.5.2.2), Sechsringsysteme wie 5,6-Dihydropyrimidin, 5,6-
Dihydrouracil oder 5,6-Dihydrothymin zu 6ffnen, kann auf die physiologische Funktion des Enzyms im
Purinabbau zurtickgeftihrt werden. Dieses in Eu- und Prokaryonten weit verbreitete Enzym ist im
Gegensatz zur L-selektiven Dihyoorotase (EC 3.5.2.3) strikt D-selektiv.

Eine alternative Bezeichnung fur die Dihydropyrimidinase ist ,D-Hydantoinase“, weil das Enzym auch
in der Lage ist, D,L-5-monosubstituierte Hydantoinderivate mit hohen Aktivitdéten zu spalten. Die
Reaktionsschemata fiir beide Enzyme sind in dargestellt.

Runser und Meyer beschreiben eine D-Hydantoinase, die keine Dihydropyrimidinase-Aktivitat besitzt
(Runser et al., 1993), sodass die natirliche Funktion dieser und auch anderer Hydantoinasen
vermutlich nicht im Bereich des Nukleotidstoffwechsels zu finden ist.

Aktivitat fur 5',5'-disubstituierte Hydantoine konnte bisher nur von Rai et al. fir aus Papain und Linsen

isolierte Pflanzenextrakte nachgewiesen werden (Rai et al., 1996 und 1998).
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Y Y

O O

5,6-Dihydrouracil D,L-5-monosubstituiertes

Hydantoin

H,0 H,0

5,6-Dihydropyrimidinase
oder
"D-Hydantoinase"

(\COOH J—COOH
HN\H/NH2 HNWNHZ

O O

3-Ureidopropionsaure N-Carbamoyl-D-Aminosaure

Abbildung 5: Analogie der Reaktionen von Dihydropyrimidinase (links) und
D-Hydantoinase (rechts)

Trotz dieser Unterschiede weisen beide Enzyme auch eine Reihe von Gemeinsamkeiten auf: sie sind
metallabhéngig, besitzen eine breite Substratspezifitat beziglich des 5'-substituierten Restes und sind
strikt D-spezifisch.

Die bisherigen Hypothesen zum Reaktionsmechanismus der D-Hydantoinase (May et al., 1998 und
Jahnke et al., 1993) konnten nun, nach der Aufklarung der ersten Roéntgenstruktur einer D-
Hydantoinase aus T7hermus sp., naher untersucht werden (Abendroth et al., 2000). Durch die
Modellierung von Substraten in das aktive Zentrum wére es mdglich, bisher ungeklarte Fragen zu
I6sen. So ist beispielsweise nicht bekannt, weshalb disubstituierte Hydantoine nicht von bakteriellen
Hydantoinasen akzeptiert werden oder weshalb unterschiedliche Substrate von der L-Hydantoinase
aus Arthrobacter aurescens zum einen L- und zum anderen D-selektiv umgesetzt werden.

Diese Fragestellungen liefern mdglicherweise auch Ansatzpunkte fir das rationale Proteindesign, mit
dessen Hilfe Substratspektren erweitert und Selektivititen verbessert werden konnten. Bisherige
Beeinflussungen der Enzymeigenschaften wurden durch den Ansatz der gerichteten Evolution erreicht,
mit dem sowohl die Selektivitat als auch die Aktivitat einer L-Hydantoinase gesteigert werden konnte
(May et al., 2000).
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2.2 D-Carbamoylase

In einigen Féllen wird die Assoziation der D-Hydantoinasen mit D-spezifischen A-Carbamoyl-D-
Aminosaure-Amidohydrolasen (D-N-Carbamoylasen) beschrieben. Anfangs wurde vermutet, dass es
sich bei diesem Enzym um eine R-Ureidopropionase (EC 3.5.1.6) handeln kénnte, die die
Decarbamoylierung von p-Ureidopropionat zu B-Alanin katalysiert. Allerdings konnte durch weitere
Untersuchungen zur Stereoselektivitat (Ogawa et al., 1994; Ogawa) und aufgrund des Vergleiches von
Aminosauresequenzen (Olivieri et al., 1981; Campbell, 1958, Watanabe et al., 1972) die Hypothese
dieser Funktionsbeziehung nicht mehr aufrecht erhalten werden.

D-N-Carbamoylasen konnten sowohl aus eukaryontischen als auch aus mikrobiellen Organismen
isoliert werden. Im Gegensatz zu den D-Hydantoinasen stellt die Instabilitat dieser Enzyme eines der
Hauptprobleme fir die spatere Anwendung dar (Syldatk et al., 1992). Die aus Prokaryonten isolierten
D-N-Carbamoylasen stammen aus unterschiedlichen Gattungen, wie Agrobacterium sp. (Olivieri et al.,
1981; Kim et al., 1994; Buson et al., 1996; Nanba et al., 1998), Blastobacter sp. A17p-4 (Ogawa et
al., 1994), Clostridium uracilicum (Campbell, 1958), Comamonas acidovorans (Ogawa et al., 1993),
Pseudomonas putida 77 (Kim et al., 1986) und Pseudomonas sp. AJ-11220 (Takahashi et al., 1978).
Die Induktion der Enzymsynthese erfolgte zuvor durch Zugabe von A-Carbamoylaminosauren,
Pyrimidin- oder Hydantoinderivate oder von nicht metabolisierbaren Thioderivaten dieser

Verbindungen (Meyer et al., 1993).

Wahrend die physiologische Funktion der A-Carbamoylsarcosin-Amidohydrolase innerhalb des
Creatininstoffwechsels gesehen wird (Kim et al., 1986), bleibt die metabolische Funktion der anderen
D-N-Carbamoylasen bisher unbekannt. Fast alle besitzen ein Molekulargewicht von ungefahr 35 kDa,
ein pH-Optimum von 7 bis 9 und akzeptieren ein breites Substratspektrum an aliphatischen und
aromatischen N-Carbamoyl-Aminosdurederivaten. Metallabhéngigkeiten sind fur diese Enzyme noch
nicht beschrieben worden. Die D-AN-Carbamoylasen aus Agrobacterium sp. und Pseudomonas sp.
AJ-11220 sind weitgehend identisch. Die Enzyme aus beiden Organismen setzen jeweils nur das
D-Enantiomer von aliphatischen und aromatischen Hydantoinsduren um (Olivieri et al., 1979; Yokozeki
et al., 1987), werden durch Ammoniumionen gehemmt und inaktivieren sehr schnell in Abwesenheit
von Sulfhydryl-Schutzgruppen (Louwrier et al., 1997; Nanba et al., 1998).

Durch ortsgerichtete Mutagenese konnten Grifantini et al. beweisen, dass von fiinf Cysteinen in
Agrobacterium radiobacter NRRL B11291 das Cystein 172 fir die Enzymaktivitat essentiell ist
(Grifantini et al., 1996). Um die Stabilitit dieser Enzyme zu erhéhen, wurden bereits zahlreiche
Anstrengungen unternommen. Einen weitern Ansatz zur Erhdhung der Stabilitdt verfolgten auch
Nanba und Mitarbeiter, als sie durch Substitution des Prolin203 durch Leucin eine temperaturstabile
Variante der rekombinanten D-Carbamoylase aus Agrobacterium sp. KNK712 erzielten (Nanba et al.,

1998). Neben der Stabilisierung durch Immobilisierung versuchten Kim und Kim die
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Endprodukthemmung durch adsorptives Entfernen der Ammoniumionen an Silikate zu verhindern (Kim
und Kim, 1994).

Weitere Fortschritte bei der Optimierung der
Enzymaktivitdét und der Interpretation der
bisherigen Ergebnisse sind durch die vor
kurzem aufgeklarte RoOntgenstruktur der
D-N-Carbamoylase aus Agrobacterium sp.
KNK712 zu erwarten (Nakai et al., 2000;
siehe Abbildung 6). In dieser Arbeit konnte
auch das aktive Zentrum des Enzyms

identifiziert werden. Es besteht aus einer Art

katalytischer ~ Triade, die von den
Aminosaureresten Glutamat46, Lysin126 und
Cysteinl71  gebildet wird. Nach einer Abbildung 6: Dreidimensionale Darstellung der
Modellierung des D-Carbamoyl-Phenylalanins  D-N-Carbamoylase aus Agrobacterium  sp.
in das aktive Zentrum konnte der Cysteinrest KNK712 (aus Nakai et al., 2000)
als angreifendes Nukleophil identifiziert werden. Das Glutamat bewirkt durch eine allgemeine
Basenaktivierung eine Stabilisierung des Uberganszustandes und macht so die Decarbamoylierung
moglich. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine Hypothese fiir den Reaktionsmechanismus der D-A-

Carbamoylasen aufgestellt.

2.3 L-Carbamoylase

Wie die D-N-Carbamoylasen sind auch die L-N-Carbamoylasen in einer Reihe von Gattungen zu finden
(Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Blastobacter, Clostridium, Flavobacterium und Pseudomonas) und
treten immer in Assoziation mit L-Hydantoinasen auf. Im Gegensatz zu den haufig in Abhangigkeit
vom Substarat D- oder L-selektiven Hydantoinasen sind die L-Carbamoylasen strikt L-spezifisch.

Auch die physiologische Funktion dieser Enzyme ist noch unbekannt. Eine Ausnahme macht die L-
selektive B-Ureidosuccinase aus Clostridium oroticum, die vermutlich im Stoffwechsel die Umsetzung
von A-Carbamoyl-Aspartat in L-Asparaginsaure katalysiert (Liebermann et al., 1954).

Alle L-N-Carbamoylasen sind meso- bis thermophil, besitzen ein pH-Optimum zwischen 7,5 und 8,5.
Die Enzyme aus Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus brevis AJ-12299, Bacillus stearothermophilus
NS1122A, Pseudomonas putida 1FO12996 und Pseudomonas sp. NS671 sind durch eines oder
mehrere der folgenden lonen aktivierbar: Mn?*, Co**, Fe?* Ni**.

Neben der Metallaktivierung weisen die L-A-Carbamoylasen noch einige andere Unterschiede
gegenuber den D-Carbamoylasen: Die L-A-Carbamoylasen sind in der Lage, A-Acetyl- oder A-

Formylaminosauren umzusetzen (Ogawa et al., 1994 und 1995, Wilms et al., 1999) und unterscheiden
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sich untereinander in ihrer Substratspezifitat: Einige setzen vorzugsweise Substrate mit aliphatischen
Resten um (Alcaligenes, Bacillus und Pseudomonas), andere mit aromatischen (Arthrobacter und
Flavobacterium). Lediglich Pseudomonas NS671 akzeptiert sowohl aromatische als auch aliphatische
N-Carbamoyl-Substrate (Ishikawa et al., 1996). Eine weitere Besonderheit weist die L-A~Carbamoylase
aus Pseudomonas putida 1FO 12996 auf, die als einzige das im Pyrimidinstoffwechsel auftretende

N-Carbamoyl-S-alanin als Substrat akzeptiert.

3 Hydantoinase-Prozess

Wird die Umsetzung der Hydantoinderivate mittels ganzer Zellen oder mit isolierten Enzymen zur
industriellen Herstellung enantiomerenreiner Aminosduren durchgefiihrt, so spricht man vom
»Hydantoinase-Prozess“. Gegenilber anderen Konkurrenzverfahren bietet dieses biokatalytische
Verfahren den Vorteil, dass unter optimalen Bedingungen das racemisch vorliegende Substrat
vollstéandig in das chirale Produkt Uberfihrt werden kann. Bei der chemischen Synthese liegen die
Reaktionsprodukte als Racemate vor, und die Enantiomere missen erst (iber Diastereomerentrennung
voneinander getrennt werden.

Wahrend zur Herstellung von L-Aminosduren auch Extraktionsverfahren aus Proteinhydrolysaten und
Fermentationsprozesse in Frage kommen, sind nicht proteinogene Aminosduren durch diese
Herstellungsverfahren nicht zugénglich. Daher kommt in diesem Produktbereich dem
Hydantoinaseverfahren besondere Bedeutung zu.

Bis in die 90-er Jahre wurden zumeist aus Screeningprojekten hervorgegangenen Wildtypstdmme als
Ganzzellkatalysatoren eingesetzt (Ogawa et al.,, 1999), wahrend spater zunehmend auch
Umsetzungen mit freien oder immobilisierten Enzymen durchgefuhrt wurden (Syldatk et al., 1992 und
1999).

Durch die Verwendung der Aminoséauren D-Phenylglycin und D-para-Hydroxyphenylglycin als Baustein
zur Herstellung von semisynthetischen Penicillinen (siehe 1-4), vergroRerte sich der Bedarf an diesen
Aminosauren auf mehrere Tausend Tonnen pro Jahr. Dies fuhrte zur Etablierung unterschiedlicher
Verfahrensweisen des Hydantoinase-Prozesses, wie sie in[Abbildung 7] schematisch dargestellt sind.
Der Vorteil des ,Recordati“-Prozesses beruht darauf, dass eine chemische Decarbamoylierung unter
Verwendung von HNO, umgangen wird, indem der immobilisierte Biokatalysator neben der
Hydantoinaseaktivitat auch eine D-Carbamoylaseaktivitat aufweist. Auf diese Weise kann die
Umweltbelastung durch die ausbleibende Saurefracht reduziert und es kdnnen Kosten eingespart
werden. Auflerdem werden D-Aminosauren wie D-Tryptophan, D-Citrullin oder D-Pyridylalanin
zugéanglich, die ansonsten durch die Behandlung mit salpetriger Saure zerstort werden wirden.
Wahrend sich die Hydantoinase als temperatur- und lagerstabiles Enym erweist, das sich auch gut zur
Immobilisierung einsetzen lafiit, stellt jedoch die Instabilitat der D-Carbamoylase auch in ruhenden
Zellen eines der Hauptprobleme bei der Verbessung der Raum-Zeit-Ausbeuten bei diesem Verfahren

dar (Kim et al., 1994).
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Um diese Limitation zu beseitigen, beschéaftigen sich aktuelle Arbeiten mit der Schaffung von
Fusionsproteinen aus Hydantoinase und Carbamoylase (Kim GJ et al., 2000), der Konstruktion von
maRgeschneiderten, rekombinanten Ganzzellkatalysatoren (Wilms et al., 2000) und mit der
Optimierung der Enzymeigenschaften durch gerichtete Evolution (May et al., 2000).

Die Enzyme der L-Route wurden von den Firmen Ajinomoto und Tanabe erstmals in Form von
ruhenden Zellen zur industriellen Produktion von L-Tryptophan eingesetzt (Nishida et al., 1987). Zur
Effizienzsteigerung dieses Prozesses wurde die L-A-Carbamoylase aus Arthrobacter aurescens in
Escherichia coli im Hochzelldichteverfahren kultiviert. Die heterologe Expression erfolgte tber einen
rha-BAD-Promotor, mit dem die Bildung unléslichen Proteins in Form von inclusion bodies zum
groBten Teil ausgeschlossen werden konnte. Durch den Einsatz eines Escherichia coli
Ganzzellkatalysators, der die Gene der Racemase, Hydantoinase und L-A-Carbaymolyase in
rekombinanter Form auf drei verschiedenen Plasmiden vereint, konnte durch die jeweilige
Kopienanzahl der Plasmidkonstrukte ein optimales Verhaltnis zwischen den drei Enzymen in der Zelle
eingestellt werden. Auf diese Weise konnte wahrend der Biotransformation eine Akkumulation der A-

Carbamoylaminosaure als Zwischenprodukt verhindert werden (Wilms et al., 2000).

4 Bedeutung enantiomerenreiner D-Aminosduren

Aminosauren, als Bausteine des Lebens, kommen in allen Lebewesen vor und besitzen, mit Ausnahme
des Glycins, chiralen Charakter. In der Natur kommen Aminosauren fast ausschliefflich als
L-Enantiomer vor und finden in dieser Form in der Industrie auch eine weitverbreitete Anwendung als
Nahrungsmittelsupplement, Geschmacksverstarker, Sufungsmittel oder Bestandteil von Kosmetika
und Arzneimitteln. Dagegen treten die D-Aminosauren in der Natur nur in einigen Aussnahmefallen in
Erscheinung, wie beispielsweise D-Aminosduren in Pflanzenzellen, D-Alanin und D-Glutamat als
essentieller Bestandteil des Peptidoglycan-Gerustes vieler Prokaryonten und D-Aminosduren in
bakteriellen Peptidantibiotika, wie beispielsweise D-Phenylalanin in Gramicidin S.

Wahrend die L-Aminosauren ihren festen Platz im Bereich der Spezialitditenchemie einnehmen, ist die
Erfordernis zur Produktion von enantiomerenreinen D-Aminosauren weit weniger offensichtlich.
Allerdings gewinnen D-Aminosduren flir eine ganze Reihe an Anwendungen im Bereich der
pharmazeutischen-, Agro- und Lebensmittelindustrie immer mehr an Bedeutung.

Durch die Entwicklung neuer, pharmazeutisch aktiver Peptidmimetika, ist der Bedarf an proteinogenen
und nicht-proteinogenen Aminoséauren in der D-Konfiguration deutlich angestiegen. Die Substitution
von L- durch D-Aminosauren verleiht vor allem oral applizierten Medikamentbestandteilen hdhere
Stabilitdt gegenliber Abbaureaktionen im Verdauungstrakt und Blutstrom. AuBRerdem kénnen durch
den gezielten Aminoséaureaustausch konformationelle Veranderungen herbeigefiihrt werden, die zu
verbesserten Wirkstoffeigenschaften fiihren kdnnen. In Abbildung 8 sind als Beispiele eine Reihe von

Decapeptiden gezeigt, die als Antagonisten des LHRH (luteinizing hormon releasing hormone)
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fungieren. Beim Wirkstoff Cetrorelix (Cetrotide®, Asta Medica) liegen beispielsweise fiinf Aminosauren

in der D-Konfiguration vor (Kutscher et al., 1997).
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aus Kalbsleber Bacillus brevis mit Agrobacterium radiobacter mit
D-Hydantoinaseaktivitat D-Hydantoinase- and L-N-Carb-
) . . o amoylaseaktivitat
- Reaktionsbedingungen: pH 8.0, 30°C - Reaktionsbedingungen: pH 9.0, 30°C - Reaktionsbedingungen: pH 9.0, 30°C
HO
+—COOH .
HN Y NH,
(e}
N-Carbamoyl-D-p-hydroxyphenyiglycin
HNO,
- H2
-co, HO /
COOH
NH

D-p-Hydroxyphenylglycin

Abbildung 7: Unterschiedliche Verfahrensweisen zur industrielle Produktion von
D-Aminosauren: Snamprogetti-, Kaneka- und Recordati-Prozess (Drauz, 1991)
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Dieser Wirkstoff wird bereits zur kontrollierten Ovulationsinduktion eingesetzt und gilt neben dem
Einsatz in der ménnlichen Empféngnisverhitung auch als Hoffnungstrager im Kampf gegen Prostata-

und Ovarienkarzinome.
Auch in vielen weiteren Pharmazeutika werden D-Aminosauren als sogenannte ,building blocks*

genutzt. So wird beispielsweise D-Homophenylalanin als Ausgangsmaterial fiir eine wichtige Klasse
von ACE(Acetylchoninesterase)-Inhibitoren eingesetzt (z.B. Enalapril, Linsinopril oder Benazepril) und
D-Phenylalanin als Antikoagulans in der Thrombose-Therapie.

Seit der Entdeckung von L-Aspartyl-Phenylalanin-Methylester (Aspartam®) als nichtnutriven StiRstoff,
wurden auch andere Strukturanaloga mit D-Alanin und a-Aminoisobuttersdure als Ersatz fur das L-

Phenylalanin erfolgreich getestet (Tsang et al., 1984).

i - DD D ODDO D OB
- 00 -0 - @@
e 90900000V OO®
- - POOODO® - @O
Azaiire B :.:—..... l:.lnﬁr..—”*‘z
e [ 1 X I L1 JOd I
e [ I I I I [ D0 [ o
Sl [ 1 1 1 Dol Lod 1 g
e n-s.—n-'mu.t;r!ﬁ.‘. LysPr ..—”H:

1= [HLysiMing 2 = D-hiagiElL 3 = hiteg|Ell; 8 = Tyr{P-Ris]
f = Apk{akrl 6 = D-Aph|atr]: 7 = D-San{Rha}

Abbildung 8: Verschiedene LHRH-Antagonisten; folgende Abklurzungen stehen fir
verschiedene unnaturliche Aminoséduren. D-Nal: D-Naldixinsaure, D-Cpa: D-para-Cl-
Phenylalanin, D-Pal: D-Pyridylalanin, D-Cit: D-Citrullin (Kutscher et al., 1997)

Ein weiteres, sehr wichtiges Marktsegment besteht in der Herstellung von Penicillin- und
Cephalosporin-Antibiotika. So werden D-Phenylglycin und D-para-Hydroxy-Phenylglycin fir die
Seitenketten semisynthetischer Antibiotika wie Ampicillin (Amoxicillin) und Cefadroxil benétigt. Der
weltweite Bedarf an diesen abiotischen Aminosauren Ubersteigt 1000 Tonnen im Jahr und z&hlt somit

zu den wichtigsten, durch Biotransformation hergestellten Produkten.
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(©H) 0
COOH
cl CF

Abbildung 9: Strukturformel von Ampicillin (links) bzw. Amoxicillin und Fluvalinat
(rechts); das Strukturelement der D-Aminosaure ist rot gekennzeichnet.

Auch als ,,building block” in Insektiziden, findet beispielsweise D-Valin in dem Pyrethroid Fluvalinat
(siehe Verwendung. An diesem Molektl [48t sich auch eine weitere
Anwendungsmoglichkeit veranschaulichen. Bei der Synthese einer Vorstufe dieses Insektizides ((R)-
m-Phenoxybenzaldehydecyanohydrin) wird Cyclo-[D-Phe-D-His] als chirales Induktormolekil
eingesetzt. In der Lebensmittelindustrie wird D-Alanin fir die Herstellung von neuartigen,

nichtnutriven Siissstoffmitteln, wie Alitam® (L-Aspartyl-D-Alanyl-Amidotetramethylthietan) eingesetzt.

5 Zielsetzungen der Arbeit

Den Schwerpunkt dieser Arbeit sollte die Isolierung des Strukturgens der D-Carbamoylase aus
Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 und dessen rekombinante Expression in Escherichia coli
bilden. Dies ist unter anderem deshalb wichtig, weil die Umsetzung von racemischen
Hydantoinderivaten mit ruhenden Zellen zwar enantioselektiv, aber nur mit sehr geringen Raum-Zeit-
Ausbeuten mdoglich ist.

Bei D-Carbamoylasen handelt es sich im allgemeinen um sehr instabile und oxidationsempfindliche
Enzyme, die zudem im Wildstamm in sehr geringen Konzentrationen vorliegt. Deshalb sollte zur
Klonierung des Strukturgenes nicht die D-Carbamoylase selbst aufgereinigt werden, sondern eine
Operonhypothese formuliert werden. Diese postuliert die Existenz eines Genclusters, der die am
Hydantoinabbau beteiligten in unmittelbarer Nachbarschaft zusammenfat. Dadurch wéare es auch
moglich das D-Carbamoylasegen Uber die Klonierung der D-Hydantoinase zu erhalten. Bei D-
Hydantoinasen handelt es sich in der Regel um wesentlich stabilere Enzyme und der N-Terminus der
Hydantoinase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 konnte bereits von Marin (1997)
sequenziert werden. Aufgrund der vorhandenen Proteininformation sollten Sonden abgeleitet werden,
die zur Klonierung der D-Hydantoinase und anschlieend zu der des gesamten, vermeintlichen

Genclusters fiihren missten.
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Zur Enzymaufreinigung sollte zuerst eine ausreichende Menge aktiver Biofeuchtmasse durch
Kultivierung auf halbsynthethischen Medium durchgefuhrt und der induktive Effekt von Hydantoin
untersucht werden.

Nach dem Erhalt der DNA-Sequenz der D-Carbamoylase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117
sollte die heterologe Expression des Enzym vorzugsweise in Escherichia coli untersucht und optimiert
werden. Nach der aktiven Expression, sollte die D-Carbamoylase bezlglich Substratspezifitat,
Enantioselektivitat und einer eventuellen Cofaktorabhangigkeit zu charakterisiert werden. Zusatzlich
sollte ein Beweis fiir den seit langem postulierten Amidase-ahnlichen Reaktionsmechanismus der D-
Carbamoylase erbracht werden.

Weiterhin sollte die genetische Organisation des postulierten Genclusters der Enzyme untersucht
werden, die am Hydantoinabbau beteiligt sein kdnnten.

Dadurch waren die Grundlagen flr eine spéatere kostengunstige Herstellung sowie eine einfache
Reinigung des Enzyms geschaffen, um dieses fur die Herstellung von enantiomerenreinen D-
Aminosauren im Hydantoinase-Prozess einzusetzen. Solche nichtproteinogene D-a-Aminosauren
werden zum Beispiel als essentieller Bestandteil von zahlreichen Medikamenten und Wirkstoffen

eingesetzt.



11 Material & Methoden

1 Material

1.1 Chemikalien
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Nicht gesondert aufgefihrte Chemikalien wurden von den Firmen Fluka Chemie (Buchs, Schweiz),

Merck (Darmstadt), Riedel-deHaen/Sigma-Chemie (Deisenhofen), Roth (Karlsruhe), Roche Molecular

Biochemicals (Mannheim) und Serva Feinbiochemikalien (Heidelberg) bezogen.

Fa. Roth (Karlsruhe):
Fa. Bio-Rad (Munchen):

Fa. Degussa-Huls (Hanau):

Fa. Merck (Darmstadt):

Fa. Sigma (Steinheim):

Fa. Aventis (Strasbourg):

Fa. GibcoBRL (Karlsruhe):

Boehringer Mannheim (Mannheim):
Difco Laboratories GmbH (Augsburg):
Schleicher & Schuell (Dassel):
Amersham Life Sciences (Freiburg):
Biomol Feinchemikalien (Hamburg):
Tetanal Photowerk (Norderstedt):
Cronex 4, DuPont (Baden-Baden):

1.2 Enzyme

Tris-HCI, Albumin Fraktion V
Bromphenolblau,

Puffer, TEMED, 30 % Acrylamid

Bradford-Reagenz,

10x Tris/Glycerin/SDS-

L-allo-Threoninhydantoin, D,L-Serinhydantoin, D,L-Carbamoyl-

tert-Leucin, D,L-Carbamoyl-Naphtylalanin

MnSO, x H,0, B-Mercaptoethanol,
G250
Ethylenglykolmonomethylether, APS
Rhamnose

Hefe-Extrakt

Blocking Reagenz, Agarose MP
Europdischer Agar

Whatman-Papier (GB002), Sterilfilter
Sephadex G-50, [a-*’P]dATP

CsCl

Fotochemikalien

Réntgenfilm

Coomassie Brillantblue

Die in den Versuchen verwendeten Restriktionsendonukleasen sowie die T4-Ligase, die 7ag- und Pwo-

Polymerase werden mit folgenden Ausnahmen von der Firma Boehringer Mannheim bezogen:

Restriktionsendonukleasen der Firma New England Biolabs (Schwalbach): BspHI, Nrul, Xhol und Sacll

Restriktionsendonukleasen der Firma MBI Fermentas: Munl



1.3 Antibiotika und Medienzuséatze
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Die Antibiotika und Medienzusatze werden nach dem Lésen mittels eines 0,2 um FP30/0,2 CA-S-Filters

der Firma Schleicher und Schnell (Dassel) sterilfiltriert und aliquotiert bei — 20 °C gelagert.

Ampicillin
Kanamycin
X-Gal

IPTG
Rhamnose

Agarose

1.4 Medien

TSS-Losung
(Chung et al., 1989)

LB,pH 7,5
(Luria et al., 1960)

Natriumlactat-Medium pH 7.2

(Brans, 1991)

Stammlésung

100 mg/ml

100 mg/ml

80 mg/ml in DMSO

50 mg/ml (in 50 % EtOH)
200 mg/ml (20 %-ig)

LB, (pH 7,0)
PEG 6000
DMSO

2 M MgCl,

Bacto-Trypton
Hefeextrakt
NacCl

Zitronenséaure
Hefeextrakt
FeSO, * 7 H,0
MgSO, * 7 H,0

CasO, * 2 H,0
MnSO, * H,0
ZnS0, * 7 H,0
(NH4)2S0,
D,L-Methionin
Hydantoin

Endkonzentration
100 pg/ml

100 pg/ml

80 pg/mi

50 pg/mi

2 mg/ml (0,2 %-ig)
15 g/l

90 ml
10 g
5 mi
2,5 ml

10g
59
10g
ad 11 (VE-H,0)

159

20g

0,02 g

109

ad 1500 ml (VE-H,0)
0,44 g

0,11g

0,01

12,09

0,19

20g

ad 1874 ml (VE-H,0)
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50 %-iges D,L-Lactat 80 ml
1 M K;PO, 46 ml
2xYTpH 7.0 Bacto-Trypton 16 g
(Sambrook et al., 1987) Hefeextrakt 10g
NaCl 59
Agar 15¢

1.5 Mikroorganismen

Die in dieser Arbeit verwendeten und im folgenden beschriebenen Stamme wurden von der DSMZ in

Braunschweig bezogen:

e Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 (ATCC 15481)

Arthrobacter ist ein coryneformes Bodenbakterium (Schlegel, 1999) mit hohem GC-Gehalt (Skyring,
1970), das sich durch einen sogenannten Polymorphismus auszeichnet. In der exponentiellen
Wachstumsphase formt Arthrobacter stabchenférmige Zellen, wahrend sich der Organismus in der
stationaren Phase durch eine vorwiegend kokkoide Morphologie auszeichnet (Ensign et al., 1964). Der
Name crystallopoietes leitet sich von einem blauen Pigment ab, dessen Biosynthese sich von 2-
Hydroxypyridin ableitet (Ensign etl al., 1963 ).

Bezuglich seiner Zellwandzusammensetzung (Schleifer et al., 1972), der Verwandtschaft zu anderen
Arthrobacter Spezies (Stackebrandt et al., 1979), der 16S-RNA-Klassifizierung (Koch et al., 1994) und

weiterer biochemischer Eigenschaften ist Arthrobacter ausfihrlich beschrieben worden.
Fur die Kultivierung von Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 wurde auf die Arbeiten von Brans et

al. (1991) =zuriickgegriffen, in denen eine Mediumsoptimierung und Induktionsstudien fir den

verwandten Stamm Arthrobacter crystallopoietes AM2 durchgefiihrt wurden.

»  Escherichia colf

Escherichia coli IM109 besitzt eine Rekombinations-Defizienz und kann als Empfangerorganismus
Plasmide aufnehmen. Im Gegensatz zu anderen Bakterien mull Escherichia coli zur DNA-Aufnahme
vorbereitet werden, da er kein natirliches Aufnahmesystem besitzt. Dies erfolgt durch eine
Behandlung mit PEG (siehe 11-2.2.5).

Escherichia coli IM 109: recAl supE44 endAl1 hsdR17 gyrA96 relAl thi A(lac-proAB) (Sambrook et al.,
1987)
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1.6 Plasmide

Mit AuBnahme der TOPO-Serie, die eine Kanamycin-Resistenz integriert hat, besitzen alle anderen

Plasmide eine B-Lactamase fir die Ampicilin-Resistenz.

Tabelle 2: Verwendete Plasmide

Bezeichnung Eigenschaften beteiligte Primer
OpMW1 pJOE4036 + DC (ttg-Start) mit His-tag K_DCn2/c2
pMW2 pJOE4036 + DC (ttg-Start) ohne His-tag K_DCn2/c3
pMW3 pJOE4036 + DC (atg-Start) mit His-tag K_DCnl/c2
pMW10 pJOE3078 + DHP mit Strep-tag K_DHPn2/c5
pMW11 pJOE3078 + DHP ohne Strep-tag K_DHPn2/c2
pJOE4036 Rhamnoseexpressionsvektor
pJOE3078 Rhamnoseexpressionsvektor
pJwil pPCRTOPOBIuntll mit Hydantoinasefragment | 51.61a/73.31b
aus PCR mit degenerierten Primern
pJw2 pPCRTOPOBIuntll mit Amplikon aus IPCR 1 IPCR1+/-
pRW pCRTOPOBIuntll mit Amplikon aus IPCR 2 IPCR5+/5-
pCF1 PCRTOPOBIuntll mit Amplikon aus IPCR 3 IPCR1+/-
PCF2 pCRTOPOBIuntll mit Amplikon aus IPCR 4 IPCR1+/-

pCR TOPO Bluntll® | kommerziell von Invitrogen bezogen

1.7 Primer

Bei den folgenden Sequenzen sind die Restriktionsschnittstellen unterstrichen, Stop- oder Startcodons

Tabelle 3: Primer fur IPCR

Bezeichnung |Sequenz Tm, °C
IPCR1+ 5' “GAT GTT CAC GCA CCT TCT TTC ACT TC -3' 63,2
IPCR1- 5-GGT GTT GTA GCC CAG GAC GAC GAG C -3' 69,5
IPCR5+ 5'-GAG GGC GAT GAA GTC GTC GTT GTG AA -3 66,4
IPCR5- 5-GTT CTG GTA TGC CCC TGC CTG AAG T -3' 66,3
IPCR7+ 5'-ATC GTG GTC GAC CCC AAC GGA AC-3' 66,0
IPCR7- 5'-GCA TCG GAG CCC GGT GCA ATT GTT-3' 66,1
IPCR11+ 5'-ATG CGG TCG CAA CCA CAA CCC A-3' 64,0
IPCR11- 5'-AGC GCC AGG GCC GGA AGA AGC A-3' 67,7




Tabelle 4: Primer fur die degenerierte PCR

Bezeichnung |Sequenz Tm, °C
61.61a 5'-GT(GCT) ATG TA(CT) GA(AG) AC(AGC) GG-3' 45,5
73.31b 5'-GT(AG) TA(AG) TCC AT(AG) TT(CT) TC-3' 50,7

Tabelle 5: Primer zur Sequenzierung von DNA in Rhamnoseexpressionsvektoren

Bezeichnung |Sequenz Tm, °C
S$1995 (n-term) | 5'-GGC CCA TTT TCC TGT CAG T-3' 56,7
S998 (c-term) | 5'-AGG CTG AAA ATC TTC TCT-3' 49,1
Tabelle 6: Primer fir die Klonierung von Strukturgenen
Bezeichnung |Sequenz Tm, °C
K_DCnl 5'-AAC ATA TGC TCG CGG TCG CTC AAG TC-3' 60,1
K_DCn2 5'-AAC ATA T7GG CGA AAA ACT TGA TGC TC-3' 66,4
K_DCc2 5'-AAG GAT CC GTC ATT CAC GTT GAA CGG-3' 60,0
K_DCc3 5'-AAG GAT CCT TAG TCATTC ACG TTG AAC GG-3' [65,3
K_LCnl1 5'-AAC ATA 7GG AAA CAA TTG ACG GCA TTT C-3' 60,7
K_LCcl 5'-AAG GAT CCG GGC CGT GAC TCG TCG AC-3' 71,1
K_DHP n2 5-AAAA GGATCC GA AGGAGA TATACA ATG|T71,2
GAZGCGAAACTCCTTGTT-3'
K_DHPc2 5'-AAAA AAGCTT CTA CCGCTTGATGAATTCGCCGC-3' | 68,2
K_DHPc5 5'-AA AAGCTT TTATTT TTC GAACTG CGG GTG G |> 75
CT CCA AGC GCT CCGCTTGATGAATTCGCCCG-3'
1.8 Puffer & Losungen
HPLC-Laufmittel Methanol 250 ml
85 %-ige HsPO, 7,9 ml
H2Onanopur 2,251

Denaturierungslésung

Filtration (0,45 pm Gelman Science); Heliumentgasung

NaOH 0,5M
NacCl 15M
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Hybridisierlésung Blocking Reagenz 59

20x SSC 25 ml
VE-H,0 24 ml
Na-/N-Laurolyl-Sarcosinat 1mi

10 % SDS 0,2 ml
Formamid 50 ml

bei 65 °C fur 30 min rihren

20x SSC NacCl 3 M
Tri-Natiumcitrat 0,3 M

50x TAE Tris-Base 2 M
Essigsaure 5,7 %
EDTA pH 8,0 0,05 mM

10x SDS-PAGE Laufpuffer Tris-HCI 30,2 ¢
Glycin 144 g
SDS 10g

mit VE-H,0 ad 1 |

TE 10.01 Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 0,1 mM

TE 10.1 Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 1 mM

6x DNA-Probenpuffer Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Sucrose 40 %

5x PAGE-SDS-Probenpuffer 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 3 ml
87 %-iges Glycerin 13,8 ml
10 %-iges SDS 4,8 ml
[B-Mercaptoethanol 1,2 mi
0,1 %-iges Bromphenolblau 0,6 ml
H2Onanopur 0,6 ml

Ethidiumbromidldsung Ethidiumbromid 10 mg/ml

(Loésung vor Licht geschiitzt aufbewahrt)



Lysozymldsung

Lysispuffer

Ehrlich”s Reagenz

Ninhydrin-Reagenz

PAGE-Coomassie-Farbeldsung

PAGE-Entfarbelésung

Anodenpuffer 1 Western-Blot

Anodenpuffer 2 Western-Blot

Lysozym aus Hihnereiweil} 200 mg
(Sigma)
ad 2 ml TE 10.01

0,5 mM EDTA pH 8,0 1ml
0,5 mM Tris-HCI pH 8,0 1 mi
Sucrose 249

ad 20 ml mit VE-H,O

p-Dimethylaminobenzaldehyd 19
VE-H,0 5ml
6 N HCI 5ml

(Loésung vor Licht geschiitzt aufbewahrt)

Ninhydrin 116 mg
Hydrindantin x 2H,0 116 mg
Ethylenglykolmonomethylether 10 ml

(Loésung vor Licht geschiitzt aufbewahrt)

Coomassie Brillant Blue R250 0,25 ¢
Methanol : VE-H,0 (1:1) 90 ml
Eisessig 10 ml
Methanol 450 ml
VE-H,0 450 ml
Eisessig 100 ml
1M Tris 75 ml
Methanol 25 ml
VE-H,0 150 ml
1 M Tris 6,25 ml
Methanol 25 ml

VE-H,0 219 ml
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Kathodenpuffer Western-Blot

Membranfarbung Western-Blot

Membranentfarbung Western-Blot

1 M Tris
Methanol
6-Aminocapronsaure

VE-H,0

Coomassie Blue R-250
Methanol
VE-H,0

Loésung abfiltrieren

Essigsaure
Methanol
VE-H,0

28

6,25 ml
25 ml
1,39
219 ml

0,125 g
100 ml
150 ml

25 ml
125 ml
100 ml



29

2 Methoden

2.1 Mikrobiologische Methoden

2.1.1 Stammbhaltung

Zu 700 pl der jeweiligen Kultur werden 300 pl sterilisiertes, 50 %-iges Glycerin zugegeben und zur
gleichmaRigen Verteilung des Glycerins gevortext. Die Kultur wird in ein steriles
Stammhaltungsréhrchen tberfihrt, in Flussigstickstoff schockgefroren und bei - 70 °C gelagert.

Zum Aufwecken der Kulturen wird mit einer sterilen Impfése die gefrorene Oberflache der Kultur
angekratzt und die Zellen auf einer Agarplatte mit dem entsprechendem Antibiotikum ausplattiert oder

auf Flussigkultur angeimpft (Sambrook et al., 1989).

2.1.2 Ganzzellaktivitatstest

Es werden zwei Formen des Ganzzell-Aktivitatstest durchgefiihrt. Zum einen der Standard Ganzzell-

Aktivitatstest zum anderen ein nach A. Méller (1986) modifizierter Standard-Ganzzellaktivitatstest.

Standard-Aktivitétstest

Der Ganzzell-Aktivitatstest wird zur Ermittlung der Substratspezifitat von A. crystllopoietes DSM 20117
durchgefuhrt. Fir einen Versuchsansatz werden 20 mg des jeweiligen Substrates in einem
Schittelkolben vorgelegt und mit der Zellsuspension versetzt. Diese besteht aus 1,0 g Biofeuchtmasse
von DSM 20117, die in 20 ml 20 mM Kaliumphosphat-Puffer, pH 8, gel6st ist. Fir den Kontrollansatz
wird 0,2 g BFM in 4 ml Puffer geltst. Die Ansatze werden bei 37 °C in einem Schiittelbad (180 upm)
fur 24 Stunden inkubiert. Die Reaktionsansatze werden wéhrend der Reaktion mit Stickstoff begast,
um den oxidativen Abbau der gebildeten Aminosaure zu verhindern. Nach 0, 1, 3, 5, 7 und 24
Stunden werden jeweils 500 pl Probe entnommen, die zum Abstoppen der Reaktion fur 10 Minuten
bei 13000 upm abzentrifugiert werden. Die Substratabnahme, eventuelle
Zwischenproduktakkumulationen und die Aminosaureproduktion wird anschlielend mittels HPLC-

Analytik und Ninhydrintest untersucht.

Modifizierter Standard-Aktivitatstest nach A. Moller (1986)
Es gelten die gleichen Bedingungen wie beim Standard-Aktivitatstest, auler, dass die

Substratkonzentration auf 10 g/l und die BFM-Konzentration auf 0,1 g/l eingestellt wird.
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2.1.3 Kultivierung von Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117

Zur Kultivierung werden zweimal 20 ml Natiumlactat-Medium mit je 200 pl einer Glycerinkultur von
Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 angeimpft. Die Vorkulturen werden fiir 24 Stunden bei 30 °C
und 110 upm inkubiert. Zweimal 1000 ml Hauptkultur werden 1:50 mit den Vorkulturen angeimpft
und fur 24 Stunden unter den Bedingungen der Vorkultur inkubiert.

Fur die Ernte der Kulturen wird die Kulturflissigkeit in einer Zentrifuge des Typs J 2-21 ME (Rotortyp:
JA 10) der Firma Beckman bei 5000 upm und 4 °C fir 15 Minuten abzentrifugiert.

2.1.4 Kultivierung und Induktion von Escherichia coli

Zur Kultivierung von Escherichia coli werden von einer Glycerinkultur Einzelausstriche angefertigt und
anschlieBend mit Einzelkolonien in Reagenzglasern auf 5 ml Kulturvolumen mit dem entsprechenden
Selektionsmarker angeimpft. Nach einer Inkubation Uber Nacht im Roller bei 37 °C werden die
Hauptkulturen im Verhdltnis 1:100 angeimpft und auf dem Schuttler bei 37 °C und 200 upm inkubiert.
Fir eine Induktion wird die Inkubation bei einer ODgy zwischen 0,3 und 0,5 unterbrochen, und eine
Endkonzentration von 2 g/l Rhamnose im Medium eingestellt. Im folgenden wird die Kultur fur weitere
6 bis 8 h bei 30 °C inkubiert, um die Bildung von inclusion bodies zu reduzieren.

Bei der Induktion von T7-Promotoren mit dem Lactose-Analogon IPTG wird in gleicher Weise
verfahren wie bei der Rhamnoseinduktion, wobei die Induktorkonzentration im Medium 1 mM

betragt.

2.1.5 Zellaufschluss

2.1.5.1 Ultraschall

Um einen effektiven Aufschluss zu gewahrleisten wird eine entsprechende Zellmenge in 1 ml Puffer
resuspendiert, sodass eine ODggo von 10 vorliegt. Die Zellen werden dann zweimal eine Minute im
Ultraschall (50 % duty cycle; 40 % output control) auf Eis aufgeschlossen. Zelltrimmer und unlésliche
Bestandteile werden durch Zentrifugation abgetrennt und der Uberstand vom Pellet abgehoben. Fiir
weitere Analysen wird das Pellet in 1 ml Puffer resuspendiert und zusammen mit dem Uberstand bei
— 20 °C aufbewahrt. Fur Escherichia coli kbnnen nach dem Aufschluss Proteinkonzentrationen von bis

zu 2 g/l erreicht werden.
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2.1.5.2 Homogenisator

Mit dem Homogenisator werden Zellsuspensionen mit einem Mindestvolumen von 8 ml und ab einer
Konzentration von 10 % (w/v) aufgeschlossen. Der AufschluR erfolgt mit dem EmulsiFlex®-C5
Hochdruckhomogenisierer (Avestin, Kanada) bei 120.000 Psi unter Eiskihlung. Flir Escherichia coli
kénnen mit diesem Aufschlussverfahren Proteinkonzentrationen von 7 bis 10 g/l erreicht werden,

wobei die Methode auch auf grampositive Bakterien wie Arthrobacter angewandt werden kann.

2.1.5.3 Ruhrwerkskugelmihle

Der AufschluR in der Ruhrwerkskugelmiihle (Dyno”-Mill Type KDL, Willy A. Bachhofen) dient der
Bereitstellung grosserer Mengen an ZellaufschluR fiir die Proteinaufreinigung der D-Hydantoinase.
Dazu werden 80 ml einer 30 %-igen Zellsuspension in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 8,0 mit 80 ml
Glasperlen (Durchmesser 0,25 - 0,3 mm) fir 20 min unter Salinekiihlung (ca. 4 °C) bei 3200 rpm
absatzweise desintegriert.

Fur Arthrobacter konnten Proteinkonzentrationen von bis zu 16 g/l erreicht werden.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Isolierung genomischer DNA mittels CsCl,-Dichtegradientenzentrifugation

In zwei Ansatzen werden jeweils 0,56 g der Biofeuchtmasse von Arthrobacter crystallopoietes DSM
20117 eingewogen und mit 8 ml des Lysispuffers und 1 ml der Lysozymldsung versetzt. Die Ansatze
werden in einem Wasserbad bei 37 °C fur 60 min inkubiert. Alle 15 Minuten mu3 das am Boden
gebildete Pellet resuspendiert werden, um eine vollstandige Lyse der Bakterienzellen zu gewéhrleisten.
AnschlieBend wird jedem Ansatz 1 ml Natrium-A-Laurolyl-Sarcosinat zugegeben und erneut fir 15
Minuten bei 37 °C und weitere 15 Minuten bei 60 °C im Wasserbad inkubiert. Dann wird 1 ml einer
vorverdauten (30 min bei 37 °C) Protease zugesetzt und fuir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.

Zu 10 ml eines jedes Ansatzes werden exakt 10 g CsCl, eingewogen und mit 400 pl Ethidiumbromid
versetzt. Die Ansatze werden zentrifugiert (48 h bei 13000 upm und 17 °C Sorvall Ultrazentrifuge
OTD-75B, DuPont) und anschlieBend die DNA-Bande unter UV-Licht mit einer Kaniile abgezogen. Zur
Entfernung des Ethidiumbromids sowie des CsCl, wird die DNA fir 2 h in 2 | TE 10.1 in einem
Dialyseschlauch in Dunkelheit inkubiert (siehe 11-1.8). Bei der anschlieBenden Phenolextraktion wird
TE 10.01 geséttigtes Phenol zu gleichen Teilen mit DNA gemischt. Nach 7-minitiger Zentrifugation der

Proben bei 6000 up (Sorvall) wird die wassrige, obere Phase abgenommen und die Phenolextaktion
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erneut durchgefiihrt. Zur vollstandigen Entfernung des Ethidiumbromid, des CsCl, sowie des Phenols
wird die bei der Phenolextraktion erhaltene Phase in einen Dialyseschlauch gefillt und fur mehrere

Stunden in TE 10.01 Puffer dialysiert. Hierbei muf der Puffer zwei- bis dreimal ausgetauscht werden.

2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Plasmid-DNA wird mittels des QIA prep Spin Miniprep-Kit der (Firma QIAgen, Hilden) isoliert. Die
Isolierung wird wie in der Anleitung beschrieben durchgefiihrt. Die Elution der Plasmid-DNA von der

Saule erfolgt mit 50 pl 10 mM Tris/HCI-Puffer pH 8,5 (EB-Puffer nach QIAgen).

2.2.3 Konzentrationsbestimmung von DNA-haltigen Lésungen

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration sowie deren Reinheitsgrad, wird das Absorptionsspektrum
von 220 bis 320 nm aufgenommen. Fur die Qualitat der DNA wird die Extinktion bei 260 nm und 280
nm gemessen. Reine DNA zeigt ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm und der Quotient aus Exgo/Eago
liegt ungefahr bei 1,8. Verunreinigungen der DNA mit Phenol erzeugen ein zweites Maximum bei ca.
270 nm. Bei der Bestimmung der DNA-Konzentration wird davon ausgegangen, dass ein E,gg = 1 einer

Konzentration von 50 pg DNA/mI entspricht.

2.2.4 Herstellung kompetenter Zellen

Mit einer Ubernachtkultur werden 70 ml LB Medium 1:100 angeimpft und bei einer dem
Mikroorganismus entsprechenden Temperatur auf dem Schttler bis zu einer ODggonm VOn 0,3 bis 0,4
inkubiert. Jeweils 30 ml werden in einem JA18-Zentrifugenbecher gefullt und bei 4 °C 10 Minuten bei
13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 2 ml TSS-Puffer
resuspendiert. Von den kompetenten Zellen werde 200 pl Aliquots in Eppendorf Cups gefillt und bis

zur Transformation auf Eis gelagert.

2.2.5 TSS-Transformation

Fur die Transformation werden 100 bis 300 ng DNA zu frischen, kompetenten Zellen pipettiert (ein
Ansatz als Nullkontrolle ohne DNA, ein weiterer als Postivkontrolle z.B. mit pUC18) und 30 Minuten auf
Eis inkubiert. Es folgt eine Inkubation fir 90 Sekunden bei 42 °C und anschliefend sofortiges Kiihlen
auf Eis. Nach der Vorgabe von 2 ml LB in einem Zentrifugenrdhrchen wird der jeweilige Ansatz
dazugegeben und 1 Stunde bei 37 °C gerollert. Auf Selektionsplatten werden 100 pl
Transformationsansatz ausplattiert und tiber Nacht inkubiert.

Die Transfomationsrate wird Uber die Anzahl der Transformanten pro ng DNA (pUC18) bestimmt.
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2.2.6 Elektrophorese von Nukleinsaduren

Die  Agarosegelelektrophorese  wird  zur  Reinheitsprifung,  Trennung, Identifizierung,
Langenbestimmung von Nukleinsduren und zur Reinigung von Restriktions- oder PCR-Fragmenten
eingesetzt. In der vorliegenden Arbeit werden je nach der GréRRe des zu trennenden Fragmentes 0,8
bis 3 %-ige Gele eingesetzt. Die eingewogene Menge Agarose wird im entsprechenden Volumen 1x
TAE gel6st, in der Mikrowelle geldst und in den Geltréager gegossen. Die DNA-Proben werden vor dem
Lauf mit 6x Auftragspuffer versetzt und in die Probentaschen pipettiert. Nachdem das Gel mit 1x TAE
Uberschichtet wurde, wird eine Spannung bis zu einer Feldstarke von 5 V/cm angelegt. Wenn das im
Probenpuffer enthaltene Bromphenolblau ungeféhr zwei Drittel der Gellange durchlaufen hat, wird das
Gel in ein Ethdiumbromidbad (0,7 pg/ml) transferiert, 20 min inkubiert und anschlieBend auf einem
UV-Transilluminator analysiert. Zur Dokumentation wird das Gel mit einer Kamera photographiert. Als
Langenstandard dient der Molekulargewichtsmarker MWM 11 (2310, 9416, 6557, 4361, 2332, 2027,
564 bp) oder MWM VII (8576, 7427, 5105, 4999, 3539, 2799, 1953, 1882, 1515, 1482, 992, 710, 492,
359 bp) (beide Roche Diagnostics, Mannheim).

2.2.7 Elution von Nukleinsauren aus Agarosegelen
Die Elution von DNA aus einem Agarosegel wird mit Hilfe des QIA quick gel extraction Kit (Firma

Qiagen, Hilden) durchgefiihrt. Die DNA wird wie in der Anleitung beschrieben isoliert und abschlieRend

mit 50 pl 10 mM Tris-HCI-Puffer pH 8 (EB-Puffer) von der Saule eluiert.

2.2.8 Enzymatische Behandlung von Nukleinsauren

2.2.8.1 Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsverdaue von Plasmid-DNA werden bei der Herstellung von Sonden fiir den Southern Blot,
zur Isolierung eines DNA-Fragments aus einem Plasmid oder als Kontrollverdau durchgefiihrt. Wenn
vom Hersteller nicht anders beschrieben, werden die Restriktionsverdaue bei 37 °C 45 min inkubiert.

Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fir einen Plasmidverdau ist in [Tabelle 7|dargestellt.

Tabelle 7: Standardansatz fir einen Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Plasmid DNA (00,2 pg/ml) 4 bis 8 pl
VE-H,0 4 bis 0 pl
10x Puffer des jeweiligen Restriktionsenzyms 1l
Restriktionsenzym (10 bis 50 U/ul) 1l
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2.2.8.2 Ligation

Bei der Ligation von Inserts in Vektoren werden die Geleluate der beiden Komponenten in
aquimolaren Verhéltnissen oder 3:1 (Insert:Vektor) eingesetzt. Daher variiert die einzusetzende
Menge an den einzelnen Komponenten abhéngig von der vorliegenden Insert- bzw.

Vektorkonzentration. Der Ansatz wird bei 15 °C fiir 12 h inkubiert:

Tabelle 8: Ligation von Inserts in Vektoren

Vektor 8 ul
Insert 8 ul
10x T4 Ligase-Puffer 2ul
T4 Ligase (1 U/ul) 2 pl

2.2.8.3 Selbstligation

Die Selbstligation von DNA-Fragmenten dient der Rezirkularisierung von DNA-Fragmenten eines
genomischen Restriktionsverdaues. Die entstandenen Plasmide werden dann als Matrize fur die
inverse PCR verwendet. Zur Selbstligation werden zwei Ansatze verwendet: Ansatz A wird bei

Raumtemperatur innerhalbe von 2 h durchgefiihrt, Ansatz B bei 15 °C Gber Nacht.

Tabelle 9: Ligationsansatz fur die Herstellung eines IPCR-Templats

Komponente Ansatz A Ansatz B
Genomischer Verdau (ca. 50 pg/ml) 10 6 pl
H2Onanopur 430 pl 2 pl

10x T4-Ligase-Puffer 50 pl 1l

T4 Ligase (1 U/ul) 10 ul 1l
Inkubation 2 h bei RT 16 h bei 15 °C

2.2.9 DNA-Markierung mit a-**P-ATP

Die radioaktive Markierung von DNA mit a-*?P-ATP erfolgt mit dem Nick-Translation-Kit (Firma Roche
Diagnostics, Mannheim) und wird fir die radioaktive Markierung von DNA-Sonden und

Molekulargewichtsmarkern durchgefiihrt. Der folgende Ansatz wird fur die Markierung eingesetzt.
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Tabelle 10: Ansétze fur die radioaktive Markierung mittels Nick Translation Kit

Komponente Menge

Sonde bzw. Marker ca. 250 ng DNA
dG/C/TTP je 1 pl

10x Puffer 2ul

¥p_g-ATP 4 pl

VE-H,0 ad 18 pl
EnzymmixE 2u

Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei RT werden die Proben mit 2 pl 0,2 M EDTA-L6sung pH 8
abgestoppt. Die durch die Reaktion erhaltene radioaktiv markierte DNA wird Uber G 250 Sephadex
Saulen von den noch freien Nukleotiden befreit. Die Ansatze werden zundchst mit 500 ul VE-H,0O
gewaschen und anschlieBend mit 700 pl VE-H,O von der Sephadex Saule eluiert. Dabei wird die

Radioaktivitat der Waschschritte und des Eluates mit einem Bench-counter kontrolliert.

2.2.10 Southern Blot

Zur Ubertragung einzelstrangiger DNA aus einem Agarosegel auf eine Membran wird das Gel zunachst
in 0,25 M HCI depuriniert (zweimal 15 min). Dann erfolgt nach kurzem Spilen mit Wasser die
Denaturierung in 1,5 M NaCl/0,5 M NaOH- Lésung (zweimal 15 min). AnschlieBend wird die DNA Uber
ein Vacuumblotting-Verfahren (Vacu-Blot Mini® der Firma Biometra) auf eine Nylonmembran
transferiert. Vor dem Transfer wird die Nylonmembran 5 min in VE-H,0O und weitere 5 min in einer 1,5
M NaCl/0,5 M NaOH-Ldsung inkubiert. Der Blot ist aus einem durchléssigen, pordsen Trager,
Whatmanpapier und einer Nylonmembran aufgebaut. Das Whatmanpapier wird mit einer
undurchlassigen Gummimaske abgedeckt, auf die das Gel aufgelegt wird. Fir den Transfer der DNA
aus dem Gel auf die Membran wird die Apparatur an eine Vakuumpumpe angeschlossen und das Gel
mit einer Transferlosung (2x SSC-L6sung) uberschichtet. Die Dauer des Blots betragt ca. 20 min. Nach
Beendigung des Transfers wird die Nylonmebran nochmals kurz in 2x SSC-Lésung gewaschen und
getrocknet. Die Fixierung der DNA auf der Membran erfolgt durch UV-crosslinking mit dem UV-

Stratalinker 1800 der Firma Stratagen (siehe 11-1.8).

2 enthalt DNAse | und Klenow-Polymerase |
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2.2.11 Hybridisierung

Fur die Hybridisierung der Sonde mit der auf der Nylonmebran haftenden DNA wird die Membran
zunéchst fur 60 min bei 42 °C in 20 ml Hybridisierungslésung vorhybridisiert. AnschlieBend erfolgt die
Hybridisierung der Sonde und der Molekulargewichtsmarker mit der auf der Membran befindlichen
ssDNA. Die Nylonmembran wird mit 5 ml der Hybridisierungslésung sowie mit je 50 pl frisch radioaktiv
markierter MWM (entspricht 300 cpm) und einer entsprechenden Menge Sonde, die von der
Effektivitat der radioaktiven Markierung abhangig ist, Uber Nacht bei 42 °C inkubiert. Nach der
Hybridisierungsphase wird die Membran von den nicht hybridisierten DNA-Fragmenten befreit. Die
Membran wird dann bei RT kurz in 300 ml einer 2x SSC/0,1 % SDS-L6sung und anschliefend 5 min in
50 ml der selben Lésung gewaschen. Die Nylonmembran wird vor dem Waschen sowie nach den
einzelnen Waschschritten mit einem Geiger-Muller-Zahler gemessen, so dass Ruckschlisse auf die auf
der Membran verbleibenden Radioaktivitdt gemacht werden kénnen. Um eine Auswertung der
Membran vornehmen zu kénnen sollten mindestens 100 cpm auf der Membran mit dem Geiger-Muller-

Zahler nachzuweisen sein.

2.2.12 Detektion der radioaktiv markierten DNA mittels Roéntgenfilm und

Phosphoscreen

Fur die Detektion der radioaktiven DNA Uber einen Rontgenfilm wird die Membran anschlieBend bei
- 70 °C in einer Kassette mit einem Rontgenfilm exponiert. Die Expositionsdauer betragt je nach
Effektivitéat der radioaktiven Markierung 48 bis 96 Stunden. Ein alternatives Verfahren zur Detektion
Uber einen Rontgenfilm ist der Nachweis der radioaktiv markierten DNA Uber einen Phosphoscreen.
Dies geschieht mit Hilfe des Phosphoimagers der Firma Molekular Dynamics (Krefeld). Aufgrund der
wesentlich héheren Sensitivitdat kann die Expositionsdauer gegeniiber dem Roéntgenfilm wesentlich

verkirzt werden.

2.2.13 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen werden durch die Firmen Biolux (Stuttgart), MWG Biotech (Minchen) oder
am I1G (Institut fir industrielle Genetik, Universitat Stuttgart) durchgefuhrt.
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2.2.14 Standard-PCR

Die PCR wird genutzt, um ausgehend von DNA-Matrizen, sogenannten Templates, die gewlnschten
DNA-Sequenzen zu amplifizieren (Mullis et al., 1986). Bei Plasmid-DNA wird maximal 1 ng, bei
genomischer DNA werden maximal 50 ng DNA als Template eingesetzt. Die Ubrigen Komponenten
werden wie in dargestellt zugegeben. Als Enzym kommen die 7ag- und die Pwo-DNAP zum
Einsatz, die Amplikons mit Adenin-Uberhéngen bzw. mit glatten Enden (sog. ,.blunt ends®) erzeugen.
Die Pwo-DNAP hat dabei die hthere Genauigkeit (proof reading activity) und synthetisiert nach einer
Elongationszeit von 1 min ein PCR-Fragment mit ca. 1,5 kb Lange.

Die Annealing-Temperatur wird ca. 3 °C unter der berechneten Schmelztemperatur der Primer
angesetzt; unterscheiden sich die Schmelztemperaturen der beiden Primer, dann wird dabei die
niedrigere berucksichtigt. Deshalb wird darauf geachtet, dass die Schmelztemperaturen der beiden
Oligos ausgeglichen sind. Die Berechnung der Schmelztemperatur der Oligos erfolgt nach der ,,2+4"-
Regel (4 °C fiir G und C; 2 °C fiir A und T), wobei Uberhédnge, die wahrend des ersten Primingzyklus
nicht paaren kdnnen, unbertcksichtigt bleiben. Alternativ wird zur Berechnung ein tber das Internet
zugangliches Programm verwendet (http://134.174.243.149/core/oligocalc.html). Zur Optimierung
von PCR-Reaktionen kann DMSO in Konzentrationen von 0 bis 10 % eingesetzt oder die Mg®*-
Konzentration von 0,5 bis 10 mM variiert werden (Newton et al., 1994). Als Negativkontrollen werden

zwei Ansatze mit jeweils nur einem Primer durchgefiuhrt.

Tabelle 11: Zusammensetzung der Standard-PCR

Komponente Menge
10 mM dNTP-Mix 1
10x DNAP-Puffer 5ul

Primer A und B (100 pmol/pl)

jelul (=1-50ng)

Matrize 1
DMSO 0-10%
DNAP 1U

ad 50 pl mit VE-H,0

Tabelle 12: Temperaturprofil fir eine Standard-PCR

Anzahl der Zyklen | Zeit Temperatur

1 2min |94 °C

30 15s 94 °C
30s berechnete Annealing-Temp.
2min |72°C

1 12 min |72 °C

1 48 h 4 °C
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2.2.15 IPCR

Die inverse PCR (IPCR) fuhrt zur Amplifikation unbekannter, sogenannter ,up-" oder ,downstream-
Regionen, die ein DNA-Fragment mit bekannter Sequenz flankieren (Tiglia et al., 1988, Riley et al.,
1990). Dazu wird zunéchst ein Verdau genomischer DNA mit Restriktionsenzymen durchgefiihrt, die
definierte Schnittstellen am Ende der bekannten Sequenz besitzen. Die Verdaue werden in einem
Agarosegel aufgetrennt und Uber einen Southern Blot auf einer Nylonmembran fixiert. Mit einer
Sonde, die spezifisch fir den bekannten Sequenzbereich ist, wird gegen den Blot hybridisiert.
Verdaue, deren Hybridisierungssignal eine Gréf3e von 2 bis 2,5 kb nicht tberschreitet, kénnen fur die
IPCR verwendet werden. Diese Verdaue werden erneut Uber Agarosegele aufgetrennt und
anschlieBend DNA-Fragmente, deren GroRe der des Hybridisierungssignals entsprechen, aus dem Gel
nach einer

einer und koénnen

die

eluiert. Die Fragmente werden Selbstligation unterzogen

Isopropanolfallung als Matrize fur IPCR verwendet werden. Als Primer werden zwei

Oligonukleotide eingesetzt, die im bekannten Sequenzbreich hybridisieren, an den jeweils
entgegengesetzten Strang paaren und in gegenlaufiger (inverser?) Richtung orientiert sind. Das
entstandene Amplikon sollte die GroRe des jeweiligen Hybridisierungssignals des Southern Blots
aufweisen. Es wird anschlieBend eluiert und in einen TOPO-Vektor kloniert und sequenziert.

Die inverse PCR wird mit einer Pwo-DNA-Polymerase und nach dem folgenden Temperaturprofil

durchgefuhrt. Die Gbrigen Bedingungen entsprechen denen der Standard-PCR.

Tabelle 13: Bedingungen fir die inverse PCR

Anzahl der Zyklen Zeit Temperatur

1 2 min 94 °C

10 15s 94 °C
30s Annealing-Temp. variabel
2 min 72 °C

20 15s 94 °C
30s Annealing-Temp. variabel
2 minincrement5s |72 °C

1 7 min 72 °C

2.2.16 PCR-Klonierung

Die Klonierung von PCR-Amplikons wird mit dem TOPO-Klonierungskit (Invitrogen®, Carlsbad Kanada)
durchgefuhrt. Der linearisierte TOPO-Klonierungsvektor besitzt an beiden Enden kovalent gebundene
Topoisomerase |, die die Ligation der Inserts in den Vektor katalysiert. Der Kit existiert in zwei

Varianten: Je nachdem ob bei der PCR eine DNAP verwendet wurde, die glatte Enden (z.B. Pwo) oder
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A-Uberhange produziert (z.B. 7ag), wird der Blunt- oder TA-Kit benutzt. Mit dem Blunt-System lassen
sich auch PCR-Fragmente mit Uberhangen ligieren, allerdings veringert sich dabei die Anzahl der
positiven Transformanden. Die grofite Effizienz weist die Klonierung fir Inserts mit einer Lange von
bis zu 2 kb auf.

Zur Klonierung wird der PCR-Reaktionsansatz auf einem Agarosegel aufgetrennt und die zu
klonierende Bande aus dem Gel geschnitten und eluiert. 4 yl des Eluats werden zusammen mit dem
TOPO-Klonierungsvektor fir 5 min bei RT inkubiert und nach Zugabe von 2 pl des Ligationsansatzes in
ein Aliquot kompetenter TOP10-Zellen (Invitrogen®) 20 min auf Eis gestellt. Nach einem Hitzeschock
bei 42 °C fur 30 s wird der Ansatz wieder auf Eis gekihlt und anschlieBend zusammen mit 250 pl LB-
Medium bei 37 °C fur 1 h horizontal geschittelt. Die Zellsuspension wird dann auf LBy,,-Platten
ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Es werden ca. 6 Kolonien gepickt und von deren
Bl

Ubernachtkulturen Plasmidisolierungen durchgefiihrt. Zur Kontrolle wird ein DNA-Verdau mit EcoRl

oder anderen im Insert enthaltenen Restriktionsschnittstellen durchgefthrt.

Hindlll
Asp718|

Kpnl
EcoRl Ecl136ll
Sacl
BamHI

Spel

Plac

ColE1 ori lacZ-alpha

N

ccdB

pCR-Bluntll
3519 bps

kanamycin

Abbildung 10: pCR TOPO Blunt Il Plasmid (Invitrogen, Carlsbad, Canada) zur Klonierung
von PCR-Fragmenten mit glatten Enden.

3 Das klonierte Insert wird im TOPO-Vektor von zwei EcoRl-Schnittstellen flankiert
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2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Proteinbestimmmung werden 50 ul der jeweiligen Probe mit 2,5 ml Bradford-Reagenz gemischt.
Die Probe wird so verdinnt, dass deren Proteinkonzentration zwischen 0,3 g/l und 0,8 g/l liegt. Das
kauflich erworbene Bradford-Reagenz der Firma BIO-RAD wird vor Gebrauch 1:5 mit H;Onanopur
verdinnt. Die Inkubationsdauer betrdgt 10 Minuten bei RT. Nach dieser Reaktionszeit wird die
Absorption der Proben bei einer Wellenlange von 595 nm gemessen. Die Kalibrierung erfolgt durch
Doppelbestimmung mit dem Standardprotein ,Albumin Fraktion V* im jeweiligen Puffer zwischen 0

und 1 g/I.

2.3.2 Enzymaktivitat

2.3.2.1 Hydantoinaseaktivitat

A Photometrisch mittels Ehrlichs™ Test

Der photometrische Nachweis von A-Carbamoylderivaten wird als Schnelltest zur Bestimmung der
Hydantoinaseaktivitat eingesetzt.

800 ul 250 mM Hydantoin werden mit Enzymldésung bzw. Zellsuspension bei 50 °C inkubiert, und die
Reaktion nach 10 min mit 400 pl 12 %-iger TCA abgestoppt. Unlésliche Bestandteile werden
abzentrifugiert und 500 pl Uberstand mit 300 pl Ehrlichreagenz gemischt.

AnschlieRend erfolgt zur qualitativen Aktivitdtsbestimmung eine visuelle Beurteilung der Proben. Eine
gelbe Farbung deutet auf Aktivitat hin, eine rosa Farbung dagegen auf inaktives Protein.

Eine quantitative Konzentrationsbestimmung des A-Carbamoylglycins kann bei 430 nm erfolgen

(Kalibrierung von 0 bis 10 mM A-~Carbamoyl-Glycin).

B HPLC

Als Standardsubstrat fur die Bestimmung der Hydantoinaseaktivitat wird Benzylhydantoin eingesetzt (2
g/l'in 0,1 M KPP pH 8,0) und das Substrat fiir 30 min im Ultraschall gelést. 400 ul werden bei 50 °C im
Thermomixer (Eppendorf) vortemperiert und die Reaktion durch Zugabe des geklarten Rohextraktes
oder einer Enzymldsung gestartet. Die Reaktion wird durch Zupipettieren von 200 ul 10-%iger HsPO,
gestoppt und 10 min bei 14000 upm zentrifugiert. Der Uberstand wird 1:10 in HPLC-Laufmittel

verdiinnt und anschlieRend bei 210 nm vermessen.
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Als Nullkontrollen dienen Ansétze, in denen an Stelle der Enzymlésung Assaypuffer zugegeben wurde,
oder das Enzym erst nach Saurezugabe hinzugefiigt wurde.

Die Berechnung der spezifischen Aktivitat erfolgt nach Dabei ist zu beriicksichtigen, dass
diese Gleichung so nur bei Ganzzellumsetzungen oder Rohextrakten aus Arthrobacter eingesetzt wird.
Bei aufgereinigten D-Hydantoinase-Enzymldsungen und Escherichia col-Rohextrakten mit

rekombinanter D-Hydantoinase entféllt der Term c(AS).

v = [Ceons ¥ Casl® Vi «10°
teVg °C

prot

Gleichung 1: Berechnung der Hydantoinaseaktivitat

Aspez spezifische Aktivitat [U/mg]

Ceons Konzentration Carbamoyl-Aminoséaure [mol/I]
Cas Konzentration Aminosaure [mol/l]

VR Reaktionsvolumen [ml]

Ve Enzymvolumen [ml]

Chrot Proteinkonzentration [g/1]

t Reatkionsdauer [min]

Einzelkomponenten der HPLC-Anlage

Komponente Bezeichnung
Laufmittelentgaser SpectraSystem SCM 400
Gradientenpumpe SpectraSeries P 200
Autosampler SpectraSystem AS 3000
Detektor SpectraSeries UV 150
Dokumentation ChromoJet Integrator

Bedingungen fir Trennungen von Hydantoinderivaten und A-Carbamoyl-Aminoséauren

Trennsaule RP-C18 (C18 Sil-ODS1-PE-5 pl, Crom, Herrenberg)
Saulentemperatur 40 °C

FlieBmittel 10 % Methanol, 90 % [0,3 %-ige Phosphorsaure]
FluBrate 1,5 ml/min

Probenvolumen 20 pl

Wellenlange zur Detektion 210 nm
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2.3.2.2 Carbamoylaseaktivitat

A Photometrisch mittels Ninhydrintest

Aminosauren, die sich mit dem HPLC-Test nicht nachweisen lassen, werden quantitativ tGber den
Ninhydrintest nachgewiesen.

Fur die Ninhydrin-Reaktion werden 100 pl Probe in einem Eppendorf-Cup vorgelegt und mit 100 pl
Natrium-Acetat pH 5,5 versetzt. Diese Reaktionsansatze werden in einem Wéarmeblock bei 60 °C fur 5
Minuten mit offenem Deckel geschittelt. Nach 5 Minuten erfolgt die Zugabe des Ninhydrin-Reagenz
und die Reaktion wird bei geschlossenen Deckel fir weitere 20 Minuten fortgesetzt. Nach dem Ende
der Reaktionszeit werden die Reaktionsansdtze auf RT abgekuhlt und mit 1 ml eines Isopropanol-
Nanopurwasser Gemisches (1:1) verdinnt. Die Absorption wird bei einer Wellenlange von 570 nm

gemessen. Die Kalibrierung erfolgt in einem Bereich von 0 bis 1,25 mM mit der jeweiligen Aminosaure.

B HPLC

Die Bestimmung der Carbamoylaseaktivitat wird analog zum Hydantoinaseaktivitatstest durchgefihrt,
als Substrat wurde jedoch 2 g/l Carbamoylphenylalanin eingesetzt und bei der Berechnung der
spezifischen Aktivitat (siehe wird als Produkt lediglich das gebildete Tryptophan
berticksichtigt. Die Assay-Temperatur wurde dem jeweiligen Temperaturoptimum der Reaktion

angepasst. Das veranderte Laufmittel ist in der folgenden Tabelle beschrieben:

Bedingungen fir Trennungen von N-Carbamoylaminosduren und Aminosauren

Trennsaule RP-C18 (C18 Sil-ODS1-PE-5 ul, Crom, Herrenberg)
Saulentemperatur RT

FlieBmittel 20 % Methanol, 80 % [0,3 %-ige Phosphorsaure]
FluBrate 1,0 ml/min

Probenvolumen 20 pl

Wellenlange zur Detektion 210 nm
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2.3.2.3 Qualitative Assays zur Untersuchung des Reaktionsmechanismus von D- und L-

Carbamoylase

D,L-Carbamoyl-Phenylalanin wird als Standardsubstrat ausgewahlt, weil es chemisch stabil ist, von
allen eingesetzten Enzymen mit hinreichender Aktivitdét umgesetzt wird und durch den UV-aktiven
Benzylrest mittels achiraler und chiraler HPLC-Analytik nachgewiesen werden kann. Die HPLC-Analytik
entspricht in ihren Bedingungen denen des Standard-Assays fur Carbamoylaseaktivitat (siehe
Abschnitt 2.3.2.2) und macht auf diese Weise sowohl einen hohen Probendurchsatz als auch die
Isomerentrennung einiger Substrate und Produkte mdglich (siehe ).

Tabelle 14: Retentionszeiten der N-Carbamoyl-Phenylalaninderivate und der
entsprechenden Produkte

Abkilrzung Bezeichnung Retentionszeit, min
Substrate
Ac-Phe N-Acetyl-Phenylalanin 15,2
FPhe N-Formyl-Phenylalanin 13,0
3-N-Me-CPhe 3-N-Methyl-Carbamoyl-Phenylalanin 15,26
C-PheM N-Carbamoyl-Phenylalaninmethylester 11,7
C-PheA N-Carbamoyl-Phenylalaninamid 7,6
O-C-PheL O-Carbamoylphenylmilchsaure 18,0
BBHA Benzylbernsteinsdurehalbamid 15,2
BBDA Benzylbersteinsdurediamid 10,33
1-N-Me-CPhe 1-N-Methyl-Carbamoyl-Phenylalanin 11,2
a-Me-CPhe o—Methyl-A-Carbamoyl-Phenylalanin 16,7
Produkte

Phe Phenylalanin 50
PheM Phenylalaninmethylester 8,9
PheA Phenylalaninamid 4,5
PhelL Phenylmilchsaure 11,1
PheS Phenylbernsteinsaure 29,4
1-A~ Me-Phe N- Methyl-Phenylalanin 6,0
o-Me-Phe o—Methyl-Phenylalanin 7,6

Bei den Synthesen und der Messung der Proben im sauren HPLC-Laufmittel mul3 der in diesem
pH-Milieu thermodynamisch begiinstigte Ringschluf des Carbamoylderivates zum entsprechenden
Hydantoin bertcksichtigt werden. Um diese chemischen Zerfallsreaktionen eindeutig von der
enzymatischen Katalyse zu unterscheiden, wird mit jedem Reaktionsansatz eine Kontrolle inkubiert,

die statt der Enzymlésung Puffer enthielt. Diese Negativkontrolle wird bei der HPLC-Messung immer
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nach dem Reaktionsansatz gemessen, so dass diese langere Zeit im sauren Laufmittel inkubiert wird
als der Reaktionsansatz. Um die Substrate daruberhinaus zu stabilisieren, wurden die Substrate in
0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 gelést und vor Zugabe der Enzymldsungen bei dem jeweiligen
Temperaturoptimum des Enzyms vortemperiert (siehe .

Tabelle 15: Temperaturoptima der Carbamoylasen

Carbamoylase Temperaturoptimum
pMHS347 37 °C
pMW1 30 °C
pBW1 50 °C

Der Reaktionsansatz (V = 200 pl) wird durch Zugabe, von pl 100 10 %-iger Phosphorsaure
abgestoppt, abzentrifugiert und der Uberstand 1:10 in HPLC-Laufmittel verdiinnt und unter den
Standardbedingungen des Carbamoylase-Assays vermessen.

Die folgenden rekombinanten Carbamoylasen wurden getestet:

= D-Carbamoylase aus Agrobacterium radiobacter (JM109 pMHS347 hyuC285 MS3.2; Mutante aus
Agrobacterium sp. IP 1-671; Hils, 1998)

= D-Carbamoylase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 (JM109 pMW1)

» L-Carbamoylase aus Arthrobacter aurescens DSM 3747 (JM109 pBW1; Wiese, 2000)

Alle drei Enzyme liegen unter der Kontrolle eines Rhamnoseexpressionssystem als Fusionsprotein mit
einem Polyhistidin-tag (Hisg-tag) vor und werden mittels Metallaffinitaitschromatographie bis zur
Homogenitat aufgereinigt, um Nebenreaktivititen anderer Enzyme auszuschlieen. Die Reinheit wird
durch SDS-PAGE-Gele sichergestellt.

2.3.3 Proteinaufreinigung der D-Hydantoinase aus Arthrobacter crystallopoietes
DSM 20117

Bei der Proteinaufreinigung werden alternativ die Anlagen Akta und FPLC (Fast Performance Liquid
Chromatography) (beide Pharmacia, Freiburg) verwendet. Wahrend der Aufreinigung wird sowohl die
Konduktivitat als auch die Extinktion bei 280 nm verfolgt und dokumentiert.

Um eine schnelle Beurteilung der Aktivitat der Fraktionen zu ermdglichen, wird zuerst ein Ehrlichs-Test
durchgefuhrt. AnschlieBend wird zur genauen Bestimmung von den aktiven Fraktionen ein HPLC-

Aktivitatstest mit D,L-Benzyldhydantoin als Standardsubstrat durchgefiihrt.
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2.3.3.1 Protaminsulfat-Fallung

Durch Zugabe von Kkationischen Makromolekilen, wie beispielsweise Protaminsulfat, werden
Nukleinsduren ausgefallt und somit die Viskositat des Rohextraktes verringert.

Hierzu wird vom Protaminsulfat in 0,05 M Phosphatpuffer pH 6,5 eine 20 g/I Stammldsung hergestellt
und der pH-Wert anschlieBen mit verdiinnter Phosphorsaure auf pH 6,5 eingestellt.

Durch Zugabe der Stammlésung zum Rohextrakt wird eine Endkonzentration von 2 g/l Protaminsulfat
eingestellt und der Ansatz fir 12 h bei 4 °C gerihrt. Nach dem Abzentrifugieren der unléslichen

Bestandteile wird der Uberstand fiir die weitere Proteinaufreinigung eingesetzt.

2.3.3.2 Streamline-DEAE-Chromatographie

Die Streamline DEAE-Chromatographie dient einer ersten Grobreinigung des in der Viskositat
reduzierten Rohextraktes. Streamline-Medien bestehen aus modifizierten Sepharose-Matrices.

Um die lonenkonzentration des Uberstandes der Protaminsulfatfallung zu reduzieren, wird dieser 1:4
in Puffer A verdunnt. Die Probe wird dann mit einer Flurate von 1 ml/min auf die zuvor in Puffer A
aquilibrierte Saule (5 bis 10-faches Saulenvolumen) beladen. Nach dem Waschen (3-faches
Saulenvolumen) erfolgt die Elution bei einer FluBrate von 4 ml/min, Gber ein Volumen von 300 ml mit
einem Gradienten von 0 bis 100 % Puffer B. Ist die Konzentration von 100 % Puffer B erreicht, wird

mit 60 ml Puffer B nachgewaschen. Die Proben werden tber den Autosampler in 4 ml Fraktionen

gesammelt.

Gelmaterial: Streamline DEAE, Pharmacia, Freiburg

Saule: HK 16/10; V = 20 ml (Pharmacia, Freiburg)

Puffer A: 0,05 M Phosphatpuffer, pH 7,0

Puffer B: 0,05 M Phosphatpuffer, pH 7,0 / 1 M Ammoniumsulfat

2.3.3.3 Hydrophobe Interaktions-Chromatographie

Bei diesem Verfahren wird die unterschiedliche Hydrophobizitdt an der Oberflache der Proteine zur
Trennung ausgenutzt. Dabei werden die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Gelmaterial und
Proteinen durch hohe Salzkonzentrationen verstéarkt. Unter diesen Hochsalzbedinungen wird die Probe
gebunden, um dann durch allmahliche Verringerung der Salzkonzentration die Proteine von der Saule
zu eluieren.

Die vereinigten Fraktionen der Streamline-Chromatographie werden mit Puffer C auf eine
Konzentration von 1 M (NH,),SO, eingestellt und 1 h bei 4 °C geriuihrt. Der Uberstand (JA 18; 4 °C bei
7000 rpm) wird filtriert und bei einer FluBrate von 1 ml/min auf die zuvor in Puffer B aquilibrierte

Saule (5 bis 10-faches Saulenvolumen) aufgetragen. Nach dem Spilen mit dem dreifachen
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Saulenvolumen wird bei einer FluRrate von 1 mi/min tiber 600 ml von 0 bis 100 % Puffer B eluiert. Die

Fraktionsgroflie betragt 4 ml.

Puffer A 50 mM Phosphatpuffer pH 6,5
Puffer B 1 M (NH,),SO, in Puffer A
Puffer C 2 M (NH,),SO, in Puffer A

2.3.3.4 Anionenaustauschchromatographie

Die Anionenaustauschchromatographie beruht auf der kompetitiven Bindung von Proteinen und
Anionen der mobilen Phase an das Gelmaterial. Durch die schrittweise Erhéhung der

Anionenkonzentration im Elutionspuffer werden die Proteine von der Saule geldst.

Gelmaterial: MonoQ (Amersham Life Sciences, Freiburg)
Saule: HR 16/10; V = 20 ml

Puffer A 50 mM Phosphatpuffer pH 6,5

Puffer B 1 M NaCl in Puffer A

Bei der in dieser Arbeit durchgefiihrten Anionenaustauchchromatographie kam eine HR 16/10 MonoQ-
Saule mit 10 ml Sdulenvolumen) zum Einsatz (Amersham Life Sciences, Freiburg).

Auf die zuvor mit Puffer A aquilibrierte Saule werden die gesammelten Fraktionen aus der HIC mit
einer Flu3rate von 4 ml/min aufgetragen. Nachdem die S&ule mit einem dreifachen Saulenvolumen in
Puffer A gesplilt worden ist, wird mit einem Gradienten von 0 bis 1 M NaCl Gber das 20-fache des
Saulenvolumens eluiert. Anschlieend wird mit 60 ml reinem Puffer B nachgespult. Die Fraktionsgrofie

der Eluate betragt 2 ml.

2.3.4 Proteinaufreinigung der rekombinanten Enzymen

2.3.4.1 His-getagte Enzyme

Rohextrakte, in denen rekombinante Enzyme mit fusionierten His-tags enthalten sind, werden durch
Zentrifugation von den unldslichen Bestandteilen abgetrennt, und der Uberstand anschlieBend auf
eine zuvor mit Aufschluf3puffer (0,1 M Kaliumphosphat pH 8,0) aquilibrierte Talonsaule (Firma
Clonetech) aufgetragen. Die Aufreinigungsprozedur erfolgt nach den Angaben des Herstellers, wobei
die Kapazitat der Séule 2 — 4 mg Protein betragt, das mit zweimal 600 pl Elutionspuffer vom

Tragermaterial gelst wird.
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Die Talonsauleneluate werden vereinigt und mittels Gelfiltration Uber PD-10 Saulen (Amersham
Pharmacia biotech, Freiburg) von dem im Talonséaulen-Elutionspuffer enthaltenen Imidazol getrennt.
Die Elution von der PD-10-Saule erfolgt nach Angaben des Herstellers mit viermal 1,0 ml 0,1 M KPP

pH 8,0. Anschliel’end wird die spezifische Aktivitat und der Proteingehalt der Fraktionen Uberprift.

2.3.4.2 Streptag-Enzyme

Die mit dem Strep-tagll (Aminoséduresequenz: SA-WSHPQFEK; der Aminosauresequenz des Strep-
tag sind die zwei Aminosduren Serin und Alanin als ,spacer” vorangestellt; Institut fur Bioanalytik
[IBA] in Gottingen) ausgestattete D-Hydantoinase wurde mit dem Strep-tag Kit (Institut fir
Bioanalytik, Gottingen) aufgereinigt. Die Isolierung erfolgt nach der Beschreibung des Herstellers und
wurde mittels SDS-PAGE verfolgt und analysiert. Nach der Elution wird das Protein mittels PD-10
Gelfiltration (Pharmacia, Freiburg) in 0,1 M KPP pH 8,0 umgepuffert.

2.3.5 SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen entsprechend ihrem
Molekulargewicht erfolgt in 10 bis 12,5 %-igen Acrylamidgelen. Die Lésungen werden wie in
16 beschrieben eingesetzt. Die Substanzen APS und TEMED werden unmittelbar vor dem GieRen des

Gels zugegeben, da diese die Induktion der Polymerisation bewirken.

Tabelle 16: Zusammensetzung eines Acrylamidgeles fur eine SDS-PAGE

Komponente Trenngel (10 26) |Trenngel (12,5 %) |Sammelgel
30 % Acrylamid 4 ml 5ml 0,66 ml
1,88 M Tris-HCI pH 8,8 2,4 ml 2,4 mi -

0,625 M Tris-HCI pH 6,8 - - 0,8 ml

10 % SDS 120 pl 120 pl 40 pl
VE-H,0 5,48 ml 4,48 ml 2,5ml
TEMED 10 pl 10 pl 4 pl

APS (10 % w/v) 60 pl 60 pl 20 pl

Nach einem Wachstumssexperiment mit IPTG oder Rhamnose als Induktor (siehe 11-2.1.4) wird
sowohl das Pellet als auch der Uberstand des Zellaufschlusses auf das rekombinante Protein hin
untersucht. Dadurch kann zum einen die Expression eines Proteins nachgewiesen werden und zum
anderen durch densitometrische Messung das Verhaltnis zwischen loslicher Fraktion im Uberstand und
Bildung unléslichen Proteins im Pellet bestimmt werden. Die Proben fir die SDS-Gelelektrophorese

werden durch geeignete Verdiinnung auf eine Proteinkonzentration von 1 g/l eingestellt. AnschlieRend
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werden 12 ul jeder Probe mit 3 pl 5x konzentriertem Probenpuffer (siehe 11-1.8) versetzt. Diese
Losung wird fur 10 Minuten bei 100 °C gekocht und anschlieRend auf das Gel aufgetragen.

Von dem Proteinmarker werden jeweils 10 ul aufgetragen. Dabei handelt es sich um den
Proteinmarker ProSieve der Firma FMC BioProducts (Hess. Oldendorf). Dieser enthalt 5, 10, 15, 25,
35, 50, 75, 100, 150 und 225 kDa grof’e Markerproteine. Das 50 kDa Protein liegt in einer doppelten
Konzentration vor, so dass dieses als intensivere Markerbande im SDS-Gel sichtbar wird.

Alternativ wurde der Molekulargewichtsmarker Mark 12 (Firma Novex, Frankfurt) verwendet: 200,
116, 97, 66, 55, 36 und 31 kDa grofie Standardproteine.

An das SDS-Gel wird eine Spannung von 120 Volt angelegt. Die Elektrophorese wird bei Erreichen der
Lauffront am unteren Gelrand beendet (ca. 2 h). Bei 12,5 %-igen Acrylamidgelen wird die Dauer der
Auftrennung um zusétzlich 30 min erhdéht.

Die Detektion der Proteinbanden erfolgt Gber Coomassie Farbung. Das SDS-Gel wird fir 30 bis 40
Minuten in der Coomassie-Farbeldsung inkubiert und anschlieBend mehrere Stunden in der
Entfarbelésung entfarbt. AnschlieRend wird das Gel zur Konservierung mit dem Cellophan Modell 583

Gel Dryer der Firma BIO-RAD fixiert und gescannt.

2.3.6 Native Gelelektrophorese

Das Polyacrylamidgel fur eine native Gelelektrophorese entspricht der in gezeigten
Zusammensetzung, allerdings ohne Zugabe von SDS. Die Elektrophoreseeinheit ist mit Wasser kiihlbar
und die eingesetzten Gele haben eine Hohe von ca. 11 cm im Trenngel. Der native Probenpuffer stellt
sich aus den in [Tabelle 17]aufgefithrten Komponenten zusammen.

Tabelle 17: Zusammensetzung des nativen Probenpuffers

Komponente Konzentration
Tris-HCI (pH 6,8) 50 mM
Bromphenolblau 0,1 %

Glycerin 10 %




49

2.3.7 Tryptischer Peptidverdau

Die Hydantoinase wird nach Aufreinigung mittels Affinitdtschromatographie Uber einen
Mikrokonzentrator (Microcon™30 von Amicon; Ausschlugrenze 30 kDa) nach Angaben des Herstellers
aufkonzentriert und anschlielend auf ein SDS-Gel aufgetragen und Coomassie gefarbt; dabei wird
darauf geachtet, dass das Gel lediglich 45 min in Farbelésung inkubiert wird und in der Entfarbeldsung
keine Essigsaure enthalten ist, um ein Ansduern des Proteins zu verhindern.

Die D-Hydantoinase-Bande (ca. 12 ug) wird aus dem Gel geschnitten und das Gelstiick fr 30 min in
0,5 ml einer Losung von 0,2 M Ammoniumbicarbonat pH 9,0/50 % Acetonitril inkubiert. Der Puffer
wird verworfen und das Gelstick in frischem Puffer fir 3 h inkubiert. Danach wird das Gel 2 bis 3 min
unter Stickstoffbegasung getrocknet. Zum proteolytischen Verdau werden 5 pl Trypsin (0,1 g/l)
zugegeben, mit 30 pl 0,2 M Ammoniumbicarbonat pH 9,0 versetzt und 17 h bei 37 °C inkubiert.

Zur Peptidextraktion wird das Gelstiick anschlieend in kleine Stiicke zerschnitten, die 20 min in 80 pl
60 %-igem Acetonitril/0,1 %-iger TFA geschiittelt werden. Der Uberstand wird abgenommen und
aufbewahrt, und die Extraktion nocheinmal wiederholt. Die vereinigten Uberstande werden in der

Speed vac getrocknet und in 200 pl Nanopurwasser aufgenommen (John M. Walker, 1994).

2.3.8 Préaperative HPLC zur Auftrennung eines Peptidgemisches

Um die durch tryptischen Verdau entstandenen Peptide voneinander zu trennen, wird das
Peptidgemisch in 300 pl Nanopurwasser gelost und 80 pl des Peptidgemisches Uber eine
Probenschleife auf die HPLC-Saule aufgetragen. Die eluierten Peptide werden mit dem Detektor bei
210 nm nachgewiesen und manuell fraktioniert. AnschlieBend werden die Fraktionen im Speed-vac

eingetrocknet und sequenziert.

Saule Grom-Sil 120 A; ODS-5 ST-Séule; Empfindlichkeit 256
Laufmittel A 0,060 % TFA

Laufmittel B 0,052 % TFA/80 % Acetonitril

Gradient: 0 bis 60 min: 2 bis 38 % B

60 bis 90 min: 38 bis 75 % B
90 bis 105 min: 75 bis 98 % B

FluRrate: 0,4 ml/min
Empfindlichkeit: 256
Wellenlange A: 210 nm

Auftragsmenge: 80 pl Protein aus tryptischen Verdau
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2.3.9 Western-Blot

Nach der Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE unter denaturierenden Bedingungen wird das
Gel 15 min in Kathodenpuffer inkubiert. Drei Filterpapiere werden jeweils 10 min in Anodenpuffer 1
und 2 bzw. Kathodenpuffer aquilibriert und eine Polyvinyldifluorid - Membran (PVDF) fir einige
Sekunden in reinem Methanol benetzt und anschlieBend 3 min in Anodenpuffer 2 aquilibriert. Ein
Semidry-Blot (Biometra) wird mit dem folgenden Sandwichprofil (von unten nach oben) durchgefiihrt:
Filterpapier in Anodenpuffer 1, Filterpapier in Anodenpuffer 2, PVDF-Membran in Anodenpuffer 3, Gel
und Filterpapier in Kathodenpuffer. Der Blot wird fir 30 min mit 15 V an eine Spannungsquelle
angeschlossen und die Membran 5 min in Coomassie-Losung geféarbt (die Gelmatrix kann zur
Transferkontrolle mitgefarbt werden). Die Membran wird in Entfarbelésung inkubiert und einige Male
mit Wasser gespult und getrocknet. Die gewinschten Banden werden ausgeschnitten und kénnen

dann fir eine Proteinsequenzierung verwendet werden.

2.3.10 N-terminale Proteinsequenzierung

Die N-terminale Proteinsequenzierung wird am Institut flir Technische Biochemie, Uni Stuttgart unter

Anleitung von Volker Nodinger durchgefiihrt und ausgewertet.

2.3.11 Densitometrische Auswertung von Proteingelen

Die qualitative Auswertung einzelner Proteinbanden zur Bestimmung der Proteinmenge, des
prozentualen Anteils am Gesamtprotein und des Molekulargewichtes erfolgt mit dem Programm Image

Master (Amersham Life Sciences, Freiburg).
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2.4 Chemische Synthesen

Die chemische Synthese dient der Bereitstellung von D,L-A-Carbamoyl-Phenylalaninamid und
D,L-a-Methyl-Carbamoyl-Alanin.

Dazu werden die  kommerziell  erhéltlichen  Substanzen  D,L-Phenylalaninamid  und
D,L-a-Aminoisobuttersaure als Ausgangssubstanzen fur die Carbamoylierung eingesetzt. Die
racemischen Gemische werden unter Rihren tropfenweise mit einer &quimolaren Menge Kaliumcyanat
versetzt. Die Reaktion wird durch die Detektion der Substrate und Produkte mittels HPLC-Messung
verfolgt und bis zum volistandigen Abreagieren des Alaninderivates inkubiert. Beispielhaft ist die
Synthese von a-Methylalanin in dargestellt. Nach dem Ausfallen von Kristallen wurde
das Reaktionsprodukt abgenutscht, gewaschen und als reiner, weil3er Feststoff isoliert. Die Synthese
der Ubrigen Phenylalaninderivate ist in den Arbeiten von Vielhauer (2001) und Waniek (2000)

beschrieben.

@)
H.C
CH 3
s 0 + KCN H3C%OH
H,C _ >
NH, OH + H,O HN\(NH2
|
O
a-Methylalanin a-Methyl-Carbamoyl-Alanin

Abbildung 11: Reaktionschema der Carbamoylierung von a-Aminoisobuttersdure
(a-Methylalanin)

Die Charakterisierung der synthetisierten Substanzen ist in [Tabelle 18|dargestellt.

Tabelle 18: Charakterisierung der Carbamoylphenylalanin-Derivate

C-Phe-Derivat Elementaranalyse Schmelzpunkt
Ac-Phe kommerziell erhéltich
F-Phe kommerziell erhéltlich
1-N-Me-CPhe (Vielhauer, 2001)
3-N-Me-CPhe “

3-N-Me-BnH “

BBHA (Waniek, 2000)

BBDA “

O-CPL *

C-PheA X X
C-PheM (Vielhauer, 2001)
o-Me-CPhe X X




2.5 Software

Zur Erstellung der Arbeit werden folgende Software-Programme verwendet:

Officeprogramme von Microsoft: Excel 97 und Winword 97
Raswin 2.4

Micrographix Designer 7.0

GCG (Genetics Computer Group)

Pharmacia Image Master™

Enzymfitl‘-'I
IsisDraw 2.1.1
VCH Biblio 3.0
Clone Manager 5.0
Treeview 1.5.2
Genedoc 2.5.0
ClustalX 1.8

Chromas 1.42

* entwickelt von Indlekofer und Riek, IBVT siehe Handbuch zum Programm , Enzymfit*
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2.6 Gerate

Analysenwaage

Autoklav

Benchcounter
Elektrophoresekammern
Kihlzentrifuge
pH-Meter
Phosphoimager
Roller
Sequenzier-Gerat
Schuttler
Spannungsquelle
Spektralphotometer
Thermoblock
Thermocycler
Thermomixer
Tischzentrifuge

Ultrazentrifuge

UV-Leuchttisch
UV-Linker
Vakuumbloter
Vakuumzentrifuge

Vortex
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Modell AE200 (Mettler-Toledo, GieRRen)

Tuttnauer 2540EL (Systec GmbH Labor-System-Technik,
Wettenberg)

Modell BC2000 (DuPont, Dreieich)

Multigel-Long und Minigel Twin (Biometra, Gottingen)
J2-21 M/E; Rotoren JA 10, 18 und 20.1 (Beckmann, UK)

pH 537 (WTW, Weilheim)

Storm860 (Molecular Dynamics GmbH, Krefeld)

Modell TC-7 (New Brunswick Scientific, Nirtingen); 11G
ALFexpress (PharmacialKB, Freiburg); 11G

Modell TS (Infors AG, Boltmingen, Schweiz)

Power Pack P25 (Biometra, Goéttingen)

UV-120-02 (Shimadzu, Duisburg)

Thermostat DB 2A (Thermo-Dux, Wertheim)

Progene (Techne, Cambridge)

Modell 5436 (Eppendorf, Hamburg)

Biofuge pico (Heraeus, Hanau)

Modell OTD75B mit Festwinkelrotor T1270

(Sorval Instruments, Bad Homburg); 11G

Transilluminator Tl 1 (Biometra, Goéttingen)

Modell 1800 (Stratagene, Amstedam Zuidoost/Holland); 11G
Vacu Blot Mini (Biometra, Gottingen)

Speed Vac Concentrator SVC-100H (Savant, Egelsbach); 11G
Modell REAX2000 (Ochs, Lengern)
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111 Ergebnisse

Die erste Zielsetzung der Arbeit bestand zun&chst darin, ausreichende Mengen an aktiver Zellmasse
von Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 breitzustellen, um daraus die D-Hydantoinase zu

isolieren und anschlielend fur die Aminosauresequenzierung aufzureinigen.

1 Biomassegewinnung von Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117

Als Ausgangsmaterial fir Ganzzellaktivitatstests, fur die Isolierung chromosomaler DNA und zur
Enzymisolierung der D-Hydantoinase sollte zunadchst eine physiologisch einheitliche Zellmasse von
Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 in ausreichender Menge bereitgestellt werden. Nach den
Arbeiten von Brans (1991) wurde dafir ein halbsynthetisches Medium mit D,L-Lactat als
Kohlenstoffquelle, Hefeextrakt als weiterem Bestandteil und Hydantoin als Induktor fir die
Kultivierung im 50 Liter-Bioreaktor verwendet. Eine erste Vorkultur (V = 20 ml) wurde tber Nacht bei
30 °C und 110 rpm inkubiert. AnschlieBend wurde die gesamte Vorkultur zum Animpfen der zweiten
Vorkultur (V = 2 I) verwendet. Nach zwei Tagen Inkubation wurden 1,5 | der zweiten Vorkultur als
Inokulum fir die Fermentation (V = 20 ) genutzt. Da der Induktor Hydantoin wahrend des
Wachstums verbraucht wird, wurde dieses mit einer Forderpumpe kontinuierlich zudosiert, so das die
Hydantoinkonzentration im Medium konstant 0,2 g/l betrug. Nach der Zellernte wurden 205 g BFM
aliquotiert und bei - 20 °C gelagert.

8 - 1,2
4 OD600nm
! WBTM, g/l 11
A c(Hydantion), g/l
+ 0,8
. 3
Q =
3 +06 7T
[ L
@] o
+ 0,4
+ 0,2
0
25

t, Stunden

Abbildung 12: Kultivierung von Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 im Bioreaktor;
zur Bestimmung der Biomassekonzentration wurden die optische Dichte bei 600 nm und
die Biotrockenmasse gemessen; die Messung der Hydantoinkonzentration im Medium
erfolgte durch HPLC-Analytik.
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2 Ganzzellaktivitdtstests

Zur Untersuchung der Substratspezifitdt von Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 wurden
Ganzzellaktivitatstests durchgefiihrt. Werden die als Substrate vorgelegten Hydantoinverbindungen
umgesetzt, so sollten in der Zelle auch die Enzyme vorliegen, die diese Reaktionen katalysieren. Auf
diese Weise lassen sich qualitative Abschatzungen Uber das Substratspektrum der Hydantoin
abbauenden Enzyme ableiten. Exemplarisch ist in die Umsetzung von D,L-
Benzylhydantoin dargestellt. Nach ungefahr 20 Stunden ist das gesamte racemische Gemisch des
Benzylhydantoins in die Aminosdure Phenylalanin umgesetzt worden. Nach ca. 2,5 Stunden ist dabei
bereits das D-Enantiomer des Hydantoinderivates vollstdndig umgesetzt. Danach ist die Abnahme des
verbliebenen L-Enantiomers zu erkennen.

Das Zwischenprodukt Carbamoyl-Phenylalanin wird zwischenzeitlich nicht akkumuliert und ist wahrend
der gesamten Reaktion nur in Konzentrationen unterhalb von 0,3 mM nachweisbar.

Nach Ende der Umsetzung wurde der Reaktionsuiberstand auf die Enantiomerenreinheit des gebildeten
Phenylalanins untersucht, wobei sich zeigte, dass ausschlieBlich die D-Aminosaure gebildet wurde.

Die Daten fir die Ubrigen untersuchten Substrate sind in zusammengefaBt.

6
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4
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Abbildung 13: Substratumsetzungskinetik von D,L-Benzylhydantoin mit ruhenden Zellen;
BH: D,L-Benzylhydantoin; C-Phe: D,L-Carbamyol-Phenylalanin; Phe: D-Phenylalanin
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Tabelle 19: Ganzzellumsetzungen mit verschiedenen Hydantoinderivaten unter
Standardbedingungen

Umsatz des Hydantoins
Substrat Produkt
nach 24 Stunden
D,L-Benzylhydantoin Phenylalanin 100 %
D,L-p-Cl-Benzylhydantoin Tyrosin 80 %
D,L-Methylthioethylhydantoin Methionin 20 %
D,L-1sobutylhydantoin Valin 100 %

Die Substrate L-allo-Threoninhydantoin und D,L-Serinhydantoin konnten unter Standardbedingungen
mit ruhenden Zellen nicht in die entsprechenden Aminosauren tberfihrt werden. Deshalb wurden fir
diese Substrate die Umsetzungen mit den Reaktionsbedingungen nach Angela Moller (1986)
wiederholt. Als Verdnderungen gegeniber dem Standardtest liegt hier die Konzentration der
Substrate bei 10 g/l und die der Biofeuchtmasse bei 1 g/l. Nach diesen Modifikationen konnte das
Reaktionsprodukt der beiden Hydantoinderivate nachgewiesen werden (siehe .

Tabelle 20: Ganzzellumsetzungen von Hydantoinderivaten nach den
Reaktionsbedingungen von A. Moller (1986)

Umsatz des Hydantoins
nach 24 Stunden

Substrat Produkt

L-allo -Threoninhydantoin allo-Threonin 17 %

D,L-Serinhydantoin Serin 12 %
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3 Aufreinigung der D-Hydantoinase aus Arthrobacter crystallopoietes
DSM 20117

Das Protokoll zur Aufreinigung der D-Hydantoinase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117
orientiert sich mit einigen Modifikationen an der von Marin beschriebenen Proteinaufreinigung der
D-Hydantoinase (Marin, 1997). Die Aufreinigungschritte wurden, wenn maoglich, bei 4 °C durchgefihrt
und die Bestimmung der Hydantoinaseaktivitdt der Fraktionen erfolgte zunédchst im Schnelltest mit
dem photometrischen Nachweis nach Ehrlich. Aliquots der positiven Proben wurden anschlieend mit

dem Standardsubstrat D,L-Benzylhydantoin inkubiert und die exakte Aktivitat mittels HPLC bestimmt.

Die aus der Kultivierung erhaltene Biomasse (siehe Il1-1) von Arthrobacter crystallopoietes
DSM 20117 wurde zunéchst als 30 %-ige Zellsuspension einem Glasperlenaufschlu in der
Rihrwerkskugelmihle unterzogen. Nach der Aufnahme einer AufschlufZkinetik, konnten nach 20
minutiger Aufschluf3zeit Proteinkonzentration von bis zu 16,5 g/l erreicht werden. Danach wurden die
Zelltrimmer sowie unldsliche Bestandteile durch Zentrifugation abgetrennt und der geklarte Uberstand
fur die folgende Protaminsulfatfallung eingesetzt. Mit dieser lieR sich vor Durchfihrung einer
Streamline-DEAE-Saulenchromatographie die Viskositat der Losung verringern.

Die auf der Saule gebundenen Proteine wurden mittels eines Kochsalzgradienten eluiert. Die aktiven,
gepoolten Streamlinefraktionen wurden mit einem gleichen Volumen 2 M (NH,),SO,-Lésung versetzt,
um sie anschliefend mittels hydrophober Interaktionschromatographie (HIC) weiter aufzutrennen. Die
Fraktionen mit der hochsten Hydantoinaseaktivitdét wurden anschlielend vereinigt und Uber
Anionenaustauschchromatographie an einer MonoQ-Séaule von anderen Proteinen getrennt.

Die Daten zur Aufreinigung der Hydantoinase sind in zusammengefalit, die SDS-PAGE der
aufgereinigten D-Hydantoinase in Abbildung 15 dargestellt. Die GroRe der D-Hydantoinase-Bande

entspricht dabei etwa einem Molekulargewicht von 50 +/- 5 kDa.
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_ 100 kDa
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D-Hydantoinase

75 kDa

50 kDa

35 kDa

25 kDa

Abbildung 14: 10 %o-ige SDS-PAGE der aufgereinigten D-Hydantoinase nach
Konzentrierung der MonoQ-Fraktionen (1), Molekulargewichtsmarker ProSieve (2) und

L-Hydantoinase aus A. aurescens DSM 3745 als interner Standard von 49,7 kDa (May,
1998)

Tabelle 21: Aufreinigungsdaten fur die D-Hydantoinase

o . Volumen | Protein | spezif. Aktivitdt | Reinigungs- | Ausbeute
Reinigungsschritt
[mI] [g/1] [U/mg] faktor [96]
Zellaufschluf
32 16 15 - 100
Protaminsulfatfallung
29 17 1.4 0,9 89
vereinigte
61 3,8 1,9 1,3 57
Streamline-Fraktionen
Uberstand
120 15 3,7 2,4 85
Ammoniumsulfatféallung
vereinigte
30 0,8 13,3 8,8 41
HIC-Fraktionen
vereinigte
19 0,4 30,1 19,8 29
MonoQ-Fraktionen
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4 Tryptischer Verdau der D-Hydantoinase

N-terminale Sequenzierungen liefern sichere Sequenzergebnisse nur fur die ersten 30 Aminosaurern.
Reichen diese Informationen nicht fur die Synthese einer spezifischen Gensonde aus, muf} das Protein
zur weiteren Sequenzinformation durch einen Proteaseverdau in mehrere Peptide zerteilt werden. Zur
enzymatischen Fragmentierung wurde mit Trypsin eine Endopeptidase verwendet, die spezifisch nach
den Aminosauren Lysin und Arginin schneidet. Allerdings ist mit einer verminderten Aktivitat zu
rechnen, wenn eine saure Aminosaure folgt, und sogar mit einem Ausbleiben der Hydrolyse, wenn ein
Prolinrest folgt. Bei einem durchschnittlichen Vorkommen von Lysin und Arginin von 5,7 % bzw. 5,4
% in Proteinen, ist bei vollstindigem Verdau mit einer durchschnittlichen Peptidlange von etwa 9
Aminosauren zu rechnen. Die Auftrennung des Peptidgemisches erfolgte anschlieRend durch
guantitative HPLC.

Um die Hydantoinase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 mit Trypsin zu verdauen, wurde
diese wie beschrieben bis zu den MonoQ-Fraktionen aufgereinigt, anschliefend mit einem Amicon-
Filter (cut-off 30 kDa) aufkonzentriert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Um sicher zu gehen, dass es
sich bei dem Protein auch um die D-Hydantoinase handelte, wurde ein Teil des Geles tber einen
Western-Blot auf eine Membran transferiert, ausgeschnitten und N-terminal die ersten acht
Aminosauren bestimmt. Mit Ausnahme von Position 2 stimmten alle ermittelten Aminoséuren mit dem
von Marin bestimmten N-Terminus Uberein, sodass davon ausgegangen werden konnte, dass es sich
bei dem hier isolierten Protein um dasselbe Enzym handelte, das von Marin bereits beschrieben und
charakterisiert wurde (Marin, 1997).

Daraufhin wurde die Hydantoinase-Bande direkt aus dem Polyacrylamidgel der aufgetrennten MonoQ-
Fraktionen ausgeschnitten und /in situ tryptisch verdaut. Die Peptide wurden mit Acetonitril aus dem
Gel extrahiert und mittels praperativer HPLC voneinander getrennt. Die Fraktionen wurden im Speed-
vac eingetrocknet und anschlielend N-terminal Giber Edman-Abbau sequenziert.

Insgesamt konnten zusatzlich zum N-Terminus neun Peptide eindeutig sequenziert werden (siehe
. Eines der Peptidfragmente wies das Konsensusmotiv GXXDXHXH der cyclischen Amidasen
auf, das an der Bindung eines Zinkatoms im aktiven Zentrum beteiligt ist (Abendroth et al., 2000). Bei
den Peptidsequenzen, die nicht mit einem Lysin (K) oder Arginin (R) enden, brach die Sequenzierung

aufgrund technischer Probleme oder mangelnder Qualitat bzw. Quantitat der Proben frihzeitig ab.
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Abbildung 15: Chromatogramm der reversed phase HPLC des tryptischen Verdaus der D-
Hydantoinase

Tabelle 22: Ergebnis der Sequenzierung der Peptide aus dem tryptischen Verdau; das
HXH-Motiv der cyclischen Amidasen ist in der Sequenz von Peptid 82.15 hervorgehoben.

Retentionszeit, min Sequenz

N-Terminus nach Western-Blot | MDAKLLVG

36.06 GEYVGTR

62.76 VGMLDAETPDTVER

61.61 LVMYETGVAEGK

64.62 APGSDADFFMMDP

73.31 QNMDYTLFEGFK

73.93 GINTGAVSVVSSDHCPFFFEEK
77.53 ALVILYFV

79.37 GQLMINDGELFDILK

82.15 VMPGGIDVHTHIDSPLMGTT (Konsensusmotive)
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5 Klonierung des hyu-Genclusters

5.1 Isolierung chromosomaler DNA aus Arthrobacter crystallopoietes DSM

20117

Die durch Kultivierung von Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 auf Lactatmedium gewonnene
Biofeuchtmasse (siehe Il1-1) diente auch zur lIsolierung chromosomaler DNA. Nach Zelllysis und
Aufreinigung mittels Casiumchlorid-Dichtegradientenzentrifugation konnte hochreine, genomische DNA
isoliert werden. Die Qualitat wurde durch Aufnahme eines Absorptionsspektrum gepruft, um auf diese
Weise Kontaminationen mit Phenol ausschliessen zu kénnen. Die photometrisch bestimmte DNA-
Konzentration betrug 60 pug DNA/mI.

Die gDNA wurde fir einen Restriktionsverdau eingesetzt und als Matrize fir PCRs verwendet.

5.2 PCR mit degenerierten Primern

Durch die Sequenzierung der aus dem tryptischen Verdau hervorgegangenen Peptide (siehe I11-4)
konnten zusatzlich zum N-Terminus der D-Hydantoinase weitere Sequenzinformationen gewonnen
werden. Die Peptide wurden mit dem Programm ClustalX an die bekannte Proteinsequenz von
Agrobacterium sp. IP 1-671 angepafdt Thompson, et al., 1997).
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Abbildung 16: Alignment der Peptidsequenzen aus dem tryptischen Verdau (untere Reihe)
mit der D-Hydantoinase aus Agrobacterium radiobacter (obere Reihe). Die 30
Aminoséuren des N-Terminus stammen aus der Arbeit von Marin (1997).

Um von den bekannten Peptidsequenzen degenerierte Primer abzuleiten, sollten Sequenzabschnitte
von zwei Peptiden ausgewahlt werden, die einen niedrigen Degenerierungsgrad in der
Aminosaurezusammensetzung besitzen. Hierfiir wurden die Peptide 61.61 und 73.31a ausgwahlt. Die
Aminosauren, die in die Primerkonstruktion eingingen, sind in fett formatiert. Der Primer
61.61a paart an den Plusstrang und der Primer 73.31b an den Minusstrang der DNA.

Tabelle 23: Konstruktion der degenerierten Primer; das aufgrund der Codon-usage von
Arthrobacter sp. vernachlassigte Codon in der DNA-Sequenz des Primers 73.31b ist an der
dritten Position durch Unterstreichung hervorgehoben.

Peptid abgeleitete DNA-Sequenz Primername
SLVMYETGVAEGK (61.61) |5'-GT(AGCT) ATG TA(CT) GA(AG) AC(AGC) GG-3' 61.61a
QNMDYTLFEGK (73.31) 5'-GT(AG) TA(AG) TCC AT(AG) TT(CT) TC-3' 73.31b
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Um den Degenerierungsgrad des Primers 61.61a weiter zu reduzieren, wurde auf Basis der Datenbank
CUTGEI die Haufigkeitsverteilung der Codons aus Arthrobacter sp. bericksichtigt (Nakamura et al.,
1999). Dadurch konnte an der Postion 3 dieses Oligonukleotides das Basentriplett “GTA”, aufgrund der
niedrigen Wahrscheinlichkeit dieses Codons von 10,4 % fur die Aminosdure Valin, bei der
Primerkonstruktion vernachlassigt werden.

Um die Lange des PCR-Amplikons abzuschatzen, wurde ein Alignment der beiden Primer an die
D-Hydantoinase aus Agrobacterium sp. IP 1-671 durchgefihrt. Im Alignment betragt der Abstand
zwischen den beiden Oligos 69 Aminosauren, sodass eine PCR mit den degenerierten Primern 61.61a
und 73.31b zu einem PCR-Produkt von ca. 207 bp Lange fiihren sollte.

Die PCR wurde im Temperaturprofil nach dem Standardardansatz bei einer Annealingtemperatur von
42 °C angesetzt und beziglich des Magnesiumgehaltes auf eine Konzentration von 2 mM optimiert.
Der PCR-Ansatz wurde anschlieend in einem 3 %-igen Agarosegel aufgetrennt und die GréRe der
Banden mit der Bildanalysesoftware Imagemaster bestimmt (siehe Abbildung 17). Die Bande, die eine
berechnete GréRRe von 218 bp besall, wurde aus dem Gel eluiert und in den pCR TOPO BluntlI-Vektor
ligiert. Das erhaltene Plasmid wurde als pJW1 bezeichnet. Eine anschlieBende Sequenzierung des
Vektors ergab Homologien zu bereits bekannten Dihydropyrimidinasen, sodass der erste DNA-

Abschnitt auf dem Strukturgen der D-Hydantoinase damit kloniert vorlag.

2645 bp

1605 bp
1198 bp

676 bp

517 bp

350 bp

PCR-Amplikon (218 bp)

R 222 bp

179 bp
126 bp

Abbildung 17: Agarosegel der (1) PCR-Reaktion mit degenerierten Primern und (2)
Molekulargewichtsmarker D-15 (Firma Novex)

5 http://www.kazusa.or.jp/codon;
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5.3 Sequenzierung des Ayu-Genclusters tber Inverse PCR

Um weitere Sequenzinformationen von den flankierenden DNA-Bereichen zu erhalten, kam die
Technik der inversen PCR (IPCR) zum Einsatz.

Zum Verdau genomischer DNA aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 fanden die
Restriktionsenzyme BamHlI, EcoRl, Sacl, Pst, Bgll, Hindlll, Sal, Munl, und M/ul Anwendung. Die
Verdaue wurden Uber ein 1 %-iges Agarosegel aufgetrennt und mittels Southern-Blot auf eine
Nylonmembran fixiert.

Zur Herstellung einer geeigneten Sonde wurde das Munl linearisierte Plasmid pJW1 Uber Nick-
Translation mit 3*P- a-ATP radioaktiv markiert und zur Hybridisierung mit dem Blot eingesetzt.
Abbildung 18 zeigt das Ergebnis der Hybridisierung nach Exponierung auf einem Rontgenfilm; zur

Analyse wurde der Film anschlielend auf ein Foto des genomischen Verdaus gelegt (Abbildung 18).

ca. 2 kb

Abbildung 18: Genomischer Verdau mit den Restriktionsenzymen BamHI1 (1), EcoRl (2),
Sacl (3), Pstl (4) Bg/l (5) und Molekulargewichtsmarker MWM V11 (6); der Rontgenfilm
wurde deckungsgleich Uber das Gelfoto gelegt.

Aufgrund der aus dem Southern-Blot erhaltenen GroRe der Hybridisierungssignale wurde bei der
folgenden IPCR der genomische Psti-Verdau (ca. 2000 bp) als Matrize eingesetzt. Dazu wurde der

Verdau auf einem Agarosegel aufgetrennt, im Bereich zwischen 1500 und 2800 bp aus dem Gel
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eluiert, anschlieBend religiert und mit Munl linearisiert. Aus der bekannten Sequenz des
Hydantoinasegens konnten die Primer IPCR1+ und IPCR1- fiir die IPCR abgeleitet werden. Aus den

Schmelztemperaturen der Oligos leitete sich die Annealingtemperatur von 60 °C ab.

PCR-Amplikon 1800 bp
—>

Abbildung 19: Ergebnis der IPCR mit einem religierten Pstl-Verdau als Matrize (1) und
Molekulargewichtsmarker MWM V11 (2)

Es konnte eine einzige Bande als Amplikon generiert werden (siehe Abbildung 20), die anschlieBend
eluiert und in das TOPO-System kloniert wurde. Das entstandene Plasmid erhielt die Bezeichnung
pJW2. Das nach der Sequenzierungen von pJW2 rekonstruierte hyu-Gencluster ist in
dargestellt. Es enthélt den offenen Leserahmen der D-Hydantoinase AyuH und einen Teil des offenen

Leserahmens der D-Carbamoylase hyuCp.

Pstl,Nedl
vSad Sl Narl Sonl Mn - Pstl
Il I T |, L l T T 1 L e —
—
hyuCp hyuH

1819 bp

Abbildung 20: Ayu-Gencluster nach der ersten IPCR; die Box am 3'-Ende des hyuH-
Leserahmens deutet die bereits bekannte Sequenz aus der PCR mit degenerierten
Primern an.
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Im né&chsten Schritt sollte, ebenfalls tUber die Technik der IPCR, der vollstindige Leserahmen der
D-Carbamoylase kloniert werden. Hierzu konnten aus dem bekannten Sequenzabschnitt der
D-Carbamoylase Restriktionsenzyme gefunden werden, die den Anforderungen der IPCR gerecht
wurden und mdglichst weit am 5'-Ende des D-Carbamoylasegens schneiden sollten. Schlie3lich wurde
ein genomischer Verdau mit den Restriktionsenzymen Sacl, Nael, Sful, Nan und Sphl durchgefuhrt
und nach der Auftrennung im Agarosegel auf eine Nylonmembran geblotet.

Als Sonde eignete sich das kleine Fragment eines Narl/BamHI Doppelverdaues von pJW1. Es wurde in
einem Gel aufgetrennt, eluiert und anschlieBend mittels Nick-Translation radioaktiv markiert und zur

Hybridisierung eingesetzt.

ca.1,4kb —
Bt &

Abbildung 21: links das Agaroselgel des genomischen Verdaus mit MWM 11 (1), Sacl (2),
Narl (3), Sful (4), MWM VII (5), Nael (6) und Sphl (7) ; rechts der Réntgenfilm: in Spur
(3) und (6) sind zwei Banden zu sehen, wobei die jeweils gro3ere der beiden auf einen
unvollstandigen Verdau zurickzufuhren ist.

Aufgrund der Hybridisierungssignale (siehe |Abbildung 21) wahlte man den religierten ANar-Verdau
(1,4 kb) als DNA-Templat fir die zweite IPCR. Als Primer wurden die Oligos IPCR5+ und IPCR5- bei

einer Annealingtemperatur von 57 °C eingesetzt. Das Ergebnis der IPCR ist in |

Abbildung 23| dargestellt. Die Bande wurde in den TOPO-Vektor kloniert und das entstandene TOPO-
Plasmid als pRW bezeichnet. Nach der Sequenzierung des Inserts konnte das hyu-Gencluster soweit
rekonstruiert werden, dass der Leserahmen der D-Carbamoylase vollstandig vorlag. Ein Teil eines

Leserahmens, der Homologien zu L-Carbamoylasen aufwies, konnte ansequenziert werden.
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2984 bp

Abbildung 22: hyu-Gencluster nach der zweiten IPCR

ca. 1350 bp

Abbildung 23: Agarosegel der IPCR 2 mit religiertem Narl-Verdau als Matrize; MWM VII

(1), PCR-Ansatz (2) und Nullkontrollen mit jeweils nur einem Primer (3 - 4); am unteren
Ende des Gels sind Primerdimere zu erkennen.

Um weitere Sequenzinformationen sowohl up- als auch downstream des bekannten Genclusters zu

gewinnen, wurden IPCRs in beide Richtungen durchgefiihrt. Die Bedingungen sind in Tabelle 24
zusammengestellt. Dabei entsprach die sonstige Vorgehensweise der von der zuvor beschriebenen
IPCR 2.



Tabelle 24: Bedingungen fur IPCR 3 und IPCR 4
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upstream der

downstream der

eines Ecorl-Verdaus von pJW?2

Komponente L-Carbamoylase D-Hydantoinase
IPCR 3 IPCR 4

geteste/verwendetes | Xhol, Sacl, BspHl, Psl, BssHIl | Xholl, Pvul, Munl, Sal, Sful, EcoRl,
Restriktionsenzym(e) und Nhel Bel und Sacl
Primer A IPCR 11+ IPCR 7+
Primer B IPCR 11- IPCR 7-
Annealingtemperatur 60 °C 54 °C
Sonde kleines Fragment (147 bp) | kleines Fragment (198 bp) Doppelverdau

von pJW2 mit Pvul und Pstl

Bezeichnung des TOPO- | pCF1 pCF2
Plasmides
1 2 3 4 5 1 2 3 4

ca. 1,8 kb

ca. 1,75 kb

Abbildung 24: linkes Agarosegel der IPCR 3: (1) und (2) Nullkontrollen ; (3) und (4) PCR-
Reaktionsansatze mit religiertem Sacl Verdau mit O bzw. 5 % DMSO; (5) MWM VII;

rechtes Agarosegel der IPCR 4: (1) MWM VII; (2) PCR-Reaktionsansatz mit religiertem
Pvul-Verdau; (3) und (4) Nullkontrollen




69

Neben der Vervollstandigung des Strukturgenes der L-Carbamoylase konnte nach den IPCRs 3 und 4
zwei weitere Leserahmen ansequenziert werden. Die gesamte Lange des sequenzierten
hyu-Genclusters betrugt 6,0 kb und enthielt die vollstandigen Strukturgene fiir die D-Hydantoinase,

D-Carbamoylase und L-Carbamoylase, sowie die unvollstdéndigen Leserahmen eines vermutlichen

Repressors (orfI) und einer Permease (siehe |

Abbildung 25).

Pvul
iSacl iSacl iPstl I iPstl iN arl iPvul

orfl hyuCy hyuCp hyuH hyuP

I2000 I4000 I6000

6011 bp

Abbildung 25: Das hyu-Gencluster aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117
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6 Analyse der Gesamtsequenz und Homologierecherche

Die bisher erhaltene Gesamtsequenz des hyu-Genclusters aus Arthrobacter crystallopoietes DSM
20117 umfaBt 6011 bp. Der durchschnittliche G/C-Gehalt der Sequenz betragt 58 % und erreicht
somit &hnliche Werte, wie sie fur die Gattung Arthrobacter beschrieben sind (60 %). Alle gefundenen

Leserahmen liegen in gleicher Orientierung vor.

Die ldentifizierung und Funktionsbestimmung fur alle sechs offenen Leserahmen erfolgte Uber die
Datenbankrecherche blastx (Altschul et al., 1997). In Analogie zu den Hydantoin-Genclustern aus
Pseudomonas sp. NS671 wurden die am Hydantoin-Abbau beteiligten Enzyme mit Ayu abgekirzt
(Watabe et al., 1992). Um die D- und L-Carbamoylasen voneinander zu unterscheiden, wurde die
L-Carbamoylase mit dem Suffix L (AyuC,) und die D-Carbamoylase mit dem Suffix D (hyuCp)

gekennzeichnet.

hyuH

Mit 43 % Identitdt der Aminosauren weist das Gen hyuH die hdchste Homologie zu einem
hypothetischen Protein aus Streptomyces coelicolor auf (T28685), dem bisher aber noch keine
Funktion zugeordnet werden konnte. Zu den Dihydropyrimidinasen aus Bacillus stearothremophilus
(JC2310: Mukohara et al., 1994), Agrobacterium radiobacter NRRLB11291 (Q44184: Grifantini et al.,
1996) und Pseudomonas (Stover et al. 2000, La Pointe et al. 1998) liegen Identitaten von 40 % , 42
% und 39 % vor.

Neben den Homologien zu eukaryontischen Dihydropyrimidinasen (aus Mus musculus, Homo sapiens
und Rafttus norvegicus) und dem Collapsin response mediator Protein 3 (CRMP-3), liegen auch
Homologien zu verschiedenen Allantoinasen und Dihydroorotasen vor.

Gegenliber den L-Hydantoinasen aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 (May et al. 1998) und DSM
3747 (Wiese, 2000) liegt eine 29 %-ige Identitat vor.

hyuCp

Die groRten Ahnlichkeiten bei diesem Gen bestehen zu D-Carbamoylasen aus Pseudomonas sp.
(JW0083; lkenaka et al., 1998; 53 % AS-ldentitat), aus Agrobacterium radiobacter NRRLB11291
(CAAB2550; Grifantini et al., 1995; 49 % AS-ldentitdt) und Agrobacterium sp. KNK712 (JW0082:
Nanba et al., 1998; 49 % AS-ldentitéat).

Weitere Homologien bestehen zu B-Alaninsynthetasen und verschiedenen Hydrolasen, wie Nitrilasen,

B-Ureidopropionasen und Amidasen.
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hyucC,

Die Homologierecherchen weisen dem von diesem Gen codierten Protein eine eindeutige
N-Carbamoyl-Amidohydrolase-Funktion zu. Die ldentitdt auf Proteinebene zu der A-~Carbamoyl-L-
Aminosaurehydrolase aus Bacillus stearothermophilus NSS1122A (JN0885; Mukohara et al.),
Arthrobacter aurescens (AAGO2131; Wiese et al.,, 2000), Arabidopsis thaliana (BAB11623),
Haemophilus influenzae Rd KW20 (D64079) und dem Plasmid pHN671 aus Pseudomonas sp.
(D42594) bewegen sich im Bereich von 33 bis 28 %.

Weitere Homologien liegen zu  Allantoat-Amidohydrolasen und B-Alaninsynthetasen

(B-Ureidopropionasen) vor.

hyuP

Homologien des nicht vollstdndig sequenzierten Leserahmens hAyuP liegen aufgrund 37 %-iger
Aminosaure-ldentitat zu einer vermutlichen Permease aus Pseudomonas aeruginosa (B83586) vor.
Weitere Ahnlichkeiten gibt es gegenilber der Uracilpermease aus Schizosaccharomyces pombe
(Q10279; De Montigny et al., 1998) und gegenliber Allantoat-, Thiamin- und Cytosin-Transportern.

Mit dem Programm SMART Version 3.1 (Simple Modular Architecture Research Tool; Schultz et al.,
1998) konnten zehn potentielle Transmembranmotive aufgefunden werden, sodass dem
unvollstandigen Leserahmen hAyuP mit groBer Wahrscheinlichkeit die Funktion einer Permease

zukommt.

orfl

Der bhislang bekannte Sequenzbereich von orfl ist zu 35 % identisch mit einem
Transkriptionsregulator Protein aus der /ac/-Familie von Streptomyces coelicolor (Redenbach et al.,
1996) und zu 32 % identisch mit dem Transkriptionsregulator aus Vibrio cholerae (Heidelberg et al.,
2000).
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7 Klonierung und Expression der Strukturgene

Die Klonierung der Strukturgene der D-Hydantoinase sowie der D- und L-Carbamoylase erfolgte in
Plasmidderivaten des Rhamnoseexpressionsvektors pJOE4036. Die beiden Carbamoylasen wurden
durch entsprechende Primer aus der genomischen DNA von Arthrobacter crystallopoietes amplifiziert.
Dabei waren die Primer am N-Terminus mit einer zusatzlichen Sequenz fiir eine Ndel-Schnittstelle
bzw. eine BamH1-Schnittstelle am C-Terminus ausgestattet. Bei den Enzymen mit His-Tag wurde am
C-terminalen Primer das Stopcodon weggelassen.

Weil das Hydantoinasegen zwei interne Ndel-Schnittstellen aufwies, konnte die bei den
Carbamoylasen angewandte Strategie der Klonierung in pJOE4036 nicht angewandt werden. Statt
dessen verwendete man einen Primer, der zuséatzlich zur N-terminalen DNA-Sequenz am 5'-Ende flr
eine Shine-Dalgarno-Sequenz und eine BamHI-Schnittstelle codierte. Der C-terminale Primer
beinhaltete eine Hinalll-Schnittstelle mit Stopcodon bzw. mit einer Sequenz fiir einen Strep-tag. Die

so aus der genomischer DNA amplifizierte DNA wurde anschlieBend in pJOE3078 kloniert.

7.1 D-Carbamoylase

7.1.1 Expression der D-Carbamoylase

Nach der abgeschlossenen Sequenzierung des hyu-Genclusters fand eine Untersuchung der DNA-
Sequenz auf potentielle Leserahmen statt. Fir den Translationsstart der D-Carbamoylase kommt dabei

neben dem atg-Startcodon auch ein ungewdhnliches ttg-Startcodon in Betracht, wobei das letztere zu

einem um fiinf Aminosauren verlangerten N-Terminus filhrt (siehe [Tabelle 25 und @bbildung 26| (4)).

Weiterhin wurde ein Alignment der N-Termini der bisher bekannten D-Carbamoylasen durchgefihrt.
Wahrend von den D-Carbamoylasen aus Comamonas (Ogawa et al., 1993) und Blastobacter (Ogawa
et al., 1994) lediglich die ersten 30 Aminosauren vorliegen, sind die Ubrigen Enzyme aus
Pseudomonas sp. (lkenaka et al., 1998), Agrobacterium P 1-671 und Agrobacterium sp. KNK712
vollstandig sequenziert. In dem Alignment erkennt man, dass auch mit dem ttg-Startcodon bei den
ersten finf Aminosauren Homologien zu den anderen Carbamoylasen vorliegen. Auf Basis der alignten
N-Termini wurde ein Dendrogramm der D-Carbamoylasen erstellt, das die phylogenetischen

Beziehungen unter den Enzymen veranschaulicht (siehe JAbbildung 27).
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Startcodon | resultierender N-Terminus Proteinlange, aa Plasmidbezeichnung
atg MLAVAQVVGGIDSSESR... 310 pMW3
ttg MAKNLMLAVAQVVGGIDSSESR... 315 pMW1

2l YN QRCPI
46 A CCpl r e3R v6 RL6

Abbildung 26: Von oben nach unten: Alignment der N-Termini von D-Carbamoylasen aus
(1) Agrobacterium 1P 1-671, (2) Agrobacterium sp. KNK712, (3) Blastobacter, (4)
Arthrobacter crystallopoietes, (5) Pseudomonas sp. und (6) Comamonas

Blastobacter

DSM 20117 D-Carbamovylase

Pseudomonas sp.

—— Agrobacterium sp. IP I-671wt

— KNK712 Agrobacterium
0.1

Comamonas sp.

Abbildung 27: Dendrogramm der N-Termini der bekannten D-Carbamoylasen

Da trotz der Indizien kein eindeutiger Beweis fur das Vorhandensein eines seltenen ttg-Startcodons

erbracht werden konnte, wurden sowohl die tfg-, als auch die afg-D-Carbamoylase kloniert und

bezlglich ihrer Expression und Aktivitat in Escherichia coli getestet.

Dazu wurden die D-Carbamoylasen mittels PCR aus der genomischen DNA von Arthrobacter

crystallopoietes DSM 20117 amplifiziert. Dabei kamen unterschiedliche Primerpaare zum Einsatz,
sodass drei unterschiedliche D-Carbamoylasen kloniert werden konnten (siehe [Tabelle 26): Eine D-

Carbamoylase mit afg-Startcodon ohne His-tag sowie zwei D-Carbamoylasen mit tfg-Startcodon. Eine

davon mit, die andere ohne His-tag. Bei der Primerkonstruktion wurde das tfg-Basentriplett aus der

Arthrobacter-Sequenz in Escherichia coli durch ein atg-Codon ersetzt.
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Tabelle 26: Eigenschaften der verschiedenen Klone der D-Carbamoylase

Plasmidbezeichnung pMW1 pMW2 pMW3
Startcodon in Arthrobacter ttg ttg atg
Primerpaar K _DCn2/c2 K _DCn2/c3 K _DCnl/c2
N-Terminale Restriktions-site Ndel Ndel Ndel
C-Terminale Restriktions-site BamH BamH BamH
Hise-tag ja nein nein

Die Amplikons wurden in den Vektor pCR TOPO Bluntll kloniert und der entstandene Plasmid einem
Doppelverdau mit den Restriktionsenzymen Ndel und BamHl unterzogen. Zur Subklonierung des
entstandenen, 947 bp groflen Fragmentes diente der Rhamnoseexpressionsvektor pJOE4036. Die
Plasmide wurden in Escherichia coli IM109 transformiert, und die Zellen zu Beginn der exponentiellen
Phase mit Rhamnose induziert.

In Abbildung 28|und Pbbildung 29|sind die SDS-Gele fur pMW3 und pMW1 im Vergleich dargestellt.

Bei der atg-Startcodonalternative ist keine zunehmende Proteinbande auf Hohe der D-Carbamoylase
(34 kDa) zu erkennen, wahrend bei der D-Carbamoylase mit tfg-Startcodon eine deutliche Zunahme
zu verzeichnen ist. Nach 20 Stunden Induktion nimmt die Intensitét der rekombinanten Proteinbande
allerdings wieder ab, was vermutlich auf einen proteolytischen Verdau des Proteins zuriickzufiihren ist.
Nach einem ZellaufschluR der beiden Klone mit dem Homogenisator konnte nur bei dem Klon mit
ttg-Startcodon D-Carbamoylaseaktivitat festgestellt werden, wahrend die Aktivitat fir pMW3 unter der

Nachweisgrenze blieb.

225 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

[t

— 50 kDa

Il

35 kDa

25 kDa

Abbildung 28: SDS-PAGE von induzierten und nicht induzierten Rohextrakten aus E. coli
JM109 pMW3 mit atg-Startcodon; (1) und (2): Uberstand und Pellet der nicht induzierten
Kultur; (3) und (4): Uberstand und Pellet der induzierten Kultur nach 6 h; (5):
Molekulargewichtsmarker ProSieve; (6) und (7): Uberstand bzw. Pellet der induzierten
Kultur nach 21 h
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D-Carbamoylase
mit ttg-Start-
Codon
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Abbildung 29: SDS-PAGE von induzierten und nicht induzierten Rohextrakten aus
Escherichia coli IM109 pMW1 mit ttg-Startcodon; (1) Uberstand und Pellet (2) der nicht
induzierten Kultur; (3) Uberstand und Pellet (4) der induzierten Kultur nach 6 h; (5)
Molekulargewichtsmarker ProSieve; (6) Uberstand und (7) Pellet der induzierten Kultur
nach 21 h

Die D-Carbamoylase liegt vowiegend im Uberstand vor. Mit Hilfe des Programms Image Master
(Amersham Life Sciences, Freiburg) konnte das Molekulargewicht des expremierten Proteins auf
34,6 kDa festgelegt werden. Dieses Molekulargewicht stimmt mit dem berechneten Wert der
D-Carbamoylase mit His-tag (35,4 kDa) gut Uberein. Ebenfalls mit Hilfe dieses Programms konnte
ermittelt werden, dass sich der Anteil der D-Carbamoylase im Uberstand auf 30 % des Gesamtproteins
belduft. Nach der Aufnahme eines Expressionsprofiles (siehe konnte festgestellt
werden, dass das Expressionsmaximum nach einer Induktionszeit von ca. sechs Stunden erreicht wird.

Auch die spezifische Aktivitat weist zu diesem Zeitpunkt ihr Maximum (2 U/mg fir DL-C-Phe) auf.

Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
_— 50 kDa
D-Carbamoylase y— e 35 kDa
., EEE- =

Abbildung 30: SDS-PAGE des Expressionsprofils von Rhamnose induzierten E£. co/i IM109
pMW1 Zellen; (1) und (6): Molekulargewichtsmarker ProSieve; (2) - (5): Uberstande nach
0, 4, 6 und 8 h Induktion; (7) bis (10): Pelletfraktionen nach 0, 4, 6 und 8 h Induktion
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7.1.2 Aufreinigung der D-Carbamoylase

Um die D-Carbamoylase charakterisieren zu konnen, wurde diese aufgereinigt. Bei dem
Aufreinigungsverfahren wurde zuerst Biomasse wie in Il11-1 beschrieben angeziichtet und die
Zellsuspension mit dem Homogenisator aufgeschlossen (siehe 11-2.1.5.2). AnschlieRend wurde die im
Uberstand enthaltene D-Carbamoylase iber Metallaffinitats-chromatographie (Talonsaulen® von
Stratagene) aufgereinigt. Durch Umpufferung in 0,1 KPP, pH 8,0, mittels Gelfiltration (mittels PD-10
Saulen von Pharmacia) wurde das im Elutionspuffer der Talonsdule enthaltene Imidazol entfernt. Die

einzelnen Aufreinigungsschritte wurden mittels SDS-PAGE dokumentiert (siehe Abbildung 31).

D-Carbamoylase
—>

Abbildung 31: SDS-PAGE zur Aufreinigung der His-getagten D-Carbamoylase: (1)
Rohextrakt; (2) Talonsauleneluat; (3) und (10): MWM ProSieve; (4) bis (9): PD-10
Fraktionen I bis VI
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7.1.3 Charakterisierung der D-Carbamoylase

Fur die Charakterisierung des so erhaltenen Enzyms wurde die homogen aufgereinigte D-

Carbamoylase mit His-tag und tfg-Startcodon verwendet (pMW1). Das Enzym lag in 0,1 M KPP pH 8,0
vor.

7.1.3.1 Bestimmung des pH-Optimums

Zur Bestimmung des pH-Optimums der aufgereinigten D-Carbamoylase wurden Umsetzungen bei
verschiedenen pH-Werten in einem Bereich von 6,5 bis 9,0 mit DL-C-Phenylalanin als Substrat bei
30 °C durchgefiihrt. Um Konzentrationseffekte auschliessen zu kénnen wurde die Pufferkonzentration
bei allen verwendeten Puffern (Tris, Kaliumphosphat und Tris-Glycin; siehe Legende in Abbildung 32)

auf einen Wert von 100 mM eingestellt. Das Aktivitatsmaximum der D-Carbamoylase lag bei pH 8.

120

100 - L 2
(=]
S 80 | [
] - *
=
E‘E 60 - . ‘ A @ Tris
g W KPP
S 40 | A A Tris/Gly

20

O 1 1
6 7 8 9 10
pH-Wert

Abbildung 32: Einfluss des pH-Wertes auf die Reaktionsgeschwindigkeit der
D-Carbamoylase
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7.1.3.2 Temperaturstabilitat

Um die Temperaturstabilitat der D-Carbamoylase bei 4 °C zu untersuchen wurde das Enzym in 0,1 M
KPP pH 8,0 Uber einen Zeitraum von 4 Tagen im Kihlschrank gelagert und alle 24 Stunden ein
MeBwert genommen. Bei dieser Temperatur betragt die Halbwertszeit des Enzyms ungeféahr 100
Stunden.

Um die Temperaturstabilitat bei 20, 30 und 40 °C zu ermitteln, wurde das Enzym fir 40 min bei der
jeweiligen Reaktionstemperatur inkubiert und alle 5 min die Aktivitat bestimmt. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 33 dargestellt.

1,2

——20°C

rel. Aktivitat

0 20 40 60 80 100 120 140

t, min

Abbildung 33: Temperaturstabilitadt der D-Carbamoylase bei 20, 30 und 40 °C
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7.1.3.3 Bestimmung des Temperaturoptimums

Um das Temperaturoptimum zu bestimmen, erfolgte die Umsetzung von D,L-Carbamoyl-Phenylalanin
unter den Bedingungen des Standardassays bei unterschiedlichen Temperaturen. Das Optimum fur die

Reaktionstemperatur liegt bei etwa 30 °C (siehe Abbildung 34).

120
100 -
S 80 -
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Z 60" *
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20 - )/
0 ‘ ‘ *
0 20 40 60
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Abbildung 34: Einfluss der Reaktionstemperatur auf die Reaktionsgeschwindigkeit der
D-Carbamoylase

7.1.3.4 Bestimmung kinetischer Parameter

Zur Bestimmung von vn, und K, wurde die Raktionsgeschwindigkeit v in Abhé&ngigkeit von der
Substratkonzentration aufgetragen. Der Verlauf fir D-Carbamoyl-Tryptophan ist in
dargestellt. Die Berechnung der kinetischen Parameter erfolgte Uber das Programm Enzymfit. Flr
D-Carbamoyl-Tryptophan betragt der K,-Wert 7,5 mM und v, 2,4 U/mg. Die Reaktion kann dabei

durch eine Michaelis-Menten-Kinetik beschrieben werden (siehe Gleichung 2).
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_ e 18]
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Gleichung 2: Michaelis-Menten-Kinetik
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Abbildung 35: Bestimmung der kinetischen Parameter fur D-Carbamoyl-Tryptophan

7.1.3.5 Bestimmung des Molekulargewichtes

Die Bestimmung des Molekulargewichtes unter denaturierenden Bedingungen im SDS-Gel mit dem
Programm Imagemaster (Amersham Life Sciences, Freiburg) ergab einen Wert von 34,6 kDa. Dieser
Wert stimmt mit dem auf Basis der Aminosauresequenz der D-Carbamoylase mit His-tag berechneten
Wert (35,46 kDa) sehr gut Uberein. Um festzustellen, ob das Enzym im nativen Zustand im mono-
oder oligomeren Zustand vorliegt, wurde mit dem homogen aufgereinigten His-tag-Enzym eine native
Gelelektrophorese bei einer Acrylamidkonzentration von 7,5 % durchgefiihrt. Bei dieser Konzentration
liegt der lineare Bereich der Auftrennung zwischen 16 und 91 kDa. Nach einer Kalibrierung des Gels

mit dem Proteinmarker ProSieve wurde die MoleklilgroRe der D-Carbamoylase mit dem Programm
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Imagemaster auf 75 kDa bestimmt. Demzufolge scheint das Enzym im nativen Zustand als Dimer

vorzuliegen.

7.1.3.6 Cofaktorabhangigkeit

Bei einer Inkubation der aufgereinigten D-Carbamoylase bei 25 °C und in Gegenwart von 10 mM
EDTA konnte keine Inaktivierung des Enzyms festgestellt werden. Allerdings konnte innerhalb von
weniger als zwei Stunden eine vollstandige Inhibierung des Enzyms beobachtet werden, wenn es mit
10 mM 8-Hydroxyquinolinsulfonsaure (8-HQSA) inkubiert wurde (siehe Abbildung 36). Um die
Inaktivierung durch den Komplexbildner von der thermischen Inaktivierung unterscheiden zu kénnen,
wurde ein Aliquot der Enzymlésung ohne 8-HQSA mitinkubiert und die Aktivitat Uber die Zeit verfolgt.
Um das Enzym zu reaktivieren, musste die 8-HQSA durch Gelfiltration von dem Enzym entfernt, und in
Gegenwart von 2 mM Metallionen inkubiert werden. Weder Cu?*, Co**, Mn**, Mg**, Fe** noch zZn**

fuhrte jedoch zu einer Reaktivierung des Enzyms.

t, min

50 100

rel. Aktivitat

¢ ohne 8-HQSA
m mit 8-HQSA

0,1

Abbildung 36: Inaktivierung der D-Carbamoylase durch 8-HQSA

Sulfhydrylreagenzien (lodacetat, 2-Nitrobenzoat und para-Chlor-Quecksilberbenzoat), die dem Enzym
in Konzentrationen von 1 mM zugesetzt wurden fiihrten zu einer vollstdndigen Inaktivierung der D-

Carbamoylase.
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7.1.3.7 Substratspezifitat

Zur Bestimmung des Substratspektrums inkubierte man das Enzym bei einer Reaktionstemperatur von
30 °C mit dem jeweiligen Substrat. Um eine gleich hohe Konzentration des D-lsomers zu
gewahrleisten, wurde bei Vorliegen des Substrates als Isomerengemisch eine Konzentration von
20 mM eingestellt; lag das Substrat als reines Isomer vor, wurde eine Konzentration von 10 mM
eingestellt. D,L-Carbamoyl-Phenylalanin diente dabei als Referenzsubstrat und wurde bei der
Berechnung der relativen Aktivitaten auf 100 % (entspricht 2 U/mg) gesetzt. Es wurden die in
27 mit Strukturformeln dargestellten Carbamoylsubstrate mit den jeweiligen Aktivititen umgesetzt.
Die D-Carbamoylase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 ist in der Lage,
Carbamoylverbindungen mit aliphatischen und mit aromatischen Resten umzusetzen, wobei
letzgenannte schneller umgesetzt werden. Auffallend ist die deutliche Praferenz fir das Substrat
D-Carbamoyl-Alanin, das mindestens fiinfmal besser umgesetzt wird als alle anderen Substrate. Als
einziges achirales Substrat unter den getesteten Verbindungen wird Carbamoyl-Glycin mit ahnlichen

Reaktionsraten umgesetzt wie die Carbamoyl-Aminosauren mit aliphatischen Resten.
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Tabelle 27: Strukturformeln, Abkirzungen und relative Umsatze der Substrate der D-

Carbamoylase

Strukturformel des

Substrat Abkurzung rel. Akt., %
Carbamoylrestes

D,L-Carbamoyl-Phenylalanin ©A D,L-C-Phe 100 %
D-Carbamoyl-Phenylalanin siehe D,L-C-Phe D-C-Phe 115 %
L-Carbamoyl-Phenylalanin siehe D,L-C-Phe L-C-Phe 0%
D,L-para-Chlor-Carbamoyl- D,L-

SO 199%
Phenylalanin cl p-Cl-C-Phe
D-Carbamoyl-Tryptophan D-C-Phe 80 %
D,L-Carbamoyl-Tryrosin . /©/\ D,L-C-Tyr 63 %
D,L-Carbamoyl-Pyridylalani B

,L-Carbamoyl-Pyridylalanin P
N D-C-Pal 40 %

D-Carbamoyl-Alanin HyC D,L-C-Ala 510 %
Carbamoyl-Glycin H C-Gly 27 %
D,L-Carbamoyl-Valin M D,L-C-Vval 31 %

H,C
D,L-Carbamoyl-Serin HO™ D,L-C-Ser 35 %

CH,
D,L-Carbamoyl-tert-Leucin D,L-C-tLeu 18 %
D,L-Carbamoyl-Methionin PN D,L-C-Met 13 %
B—UreidopropionatEI O>¥H B-UP 0%
HA ~~">cooH

B-Ureidosuccinat HOOC. _~_ D,L-C-Asp 0 %

® beim B-Ureidopropionat liegt die komplette Strukturformel vor
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Auch Aminosduren mit unnatirlichen Resten, wie beispielsweise D,L-para-Chlor-Phenylalanin,
D,L-Carbamoyl-tert-Leucin oder D,L-Carbamoyl-Pyridylalanin, kénnen nach der Umsetzung der
entsprechenden Substrate als Reaktionsprodukt nachgewiesen werden.

Beim Vergleich der Umsetzung von D,L-, D- und L-Carbamoyl-Phenylalanin 4Bt sich erkennen, dass
das Enzym fir dieses Substrat enantiospezifisch ist und dass das racemische Gemisch reproduzierbar
langsamer umgesetzt wird, als das reine D-lsomer. Somit scheint das L-Isomer bei Konzentrationen
von 10 mM einen leichten inhibitorischen Effekt auf die Enzymkatalyse zu haben, da in den Ansatzen
mit D- bzw. D,L-Carbamoyl-Phenylalanin die gleiche Konzentration des D-Isomers vorlag.

Auch andere reine L-Carbamoyl-Aminosauren wie L-Carbamoyl-Valin oder L-Carbamoyl-Tryptophan
wurden nicht umgesetzt.

AuBerdem wurden B-Ureidopropionat und B-Ureidosuccinat (D,L-Carbamoyl-Aspartat) als mdogliche
physiologische Substrate getestet. Beide Verbindungen werden genauso wie A-Acetyl- und A~Formyl-
Phenylalanin unter den gewahlten Assaybedingungen nicht umgesetzt.

Weitere Substrate wurden in einem anderen Kontext in Abschnitt V-8 untersucht und sind somit in

diesem Kapitel nicht mitaufgefuhrt.

7.2 L-Carbamoylase

Upstream der D-Carbamoylase konnte ein offener Leserahmen identifiziert werden, der Homologien zu
L-Carbamoylasen aus anderen Mikroorganismen aufweist. Darunter Pseudomonas, Bacillus und
Arthrobacter aurescens (siehe Abbildung 40). Das Enzym besitzt ein berechnetes Molekulargewicht
von 45,1 kDa und einen pl-Wert von 5,35. Diese Daten stimmen gut mit denen in der Literatur
beschriebenen Daten von bekannten L-Carbamoylasen iberein ( siehe Abschnitt 1V-6).

Das Strukturgen der L-Carbamoylase wurde in analoger Weise zur D-Carbamoylase in den
Rhamnosevektor pJOE4036 kloniert. Allerdings erwies sich die Expression der L-Carbamoylase als
problematisch, da das Protein nicht in einer aktiven Form bereitgestellt werden konnte. Nach der
Analyse eines Ultraschallaufschlusses einer rhamnoseinduzierten Zellsuspension mittels SDS-PAGE

zeigte sich, dass das gesamte Protein als unlésliches Produkt im Pellet vorlag.
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7.3 D-Hydantoinase

Weil sich in dem Strukturgen fiur die D-Hydantoinase zwei Ndel-Schnittstellen in direkter
Nachbarschaft befinden, konnte die bei der D- und L-Carbamoylase verfolgte Ndel/BamHI-
Klonierungsstrategie in den Expressionsvektor pJOE4026 nicht durchgefiihrt werden. Stattdessen
wurde die D-Hydantoinase mit den Primern K_DHPn2 und K_DHPc2 aus der genomischen DNA von
Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 amplifiziert und in den Expressionsvektor pJOE3078 kloniert.
Der Primer DHPn2 enthdlt neben einer BamHl-Schnittstelle auch eine Sequenz fir eine
Ribosomenbindestelle (Shine-Dalgarno), und der Primer K_DHPc2 integriert eine Hinalll-Schnittstelle
und die Sequenz fur einen Strep-tag (Aminosauresequenz: WSHPQFEK), der eine schnelle
Aufreinigung des rekombinanten Proteins mittels Metallaffinitatschromatographie ermdéglicht. Das
entstandene Plasmid wurde als pMW10 bezeichnet. Um den Einfluss des Affinitéts-tags auf die
Aktivitat der D-Hydantoinase zu untersuchen, wurde der Klon pMW11 konstruiert, der statt des
Affinitats-tag ein Stop-Codon besitzt. Nachdem beide Plasmide in Escherichia coli IM109 transformiert
worden waren, wurde eine Induktion mit Rhamnose durchgefiihrt. Bei beiden Klonen konnte die

Expression der D-Hydantoinasebande eindeutig nachgewiesen werden.

1 2 3 4 5 6

50 kDa
D-Hydantoinase

35 kDa

Abbildung 37: 10 %-iges SDS-Gel der Induktion von E. coli IM109 pMW10; (1) und (6):
Molekulargewichtsmarker Prosieve; (2) bis (5): Uberstande nach 0, 4, 6 und 8 h
Induktion

Zwar konnte eine Expression der D-Hydantoinase nachgewiesen werden, aber die Rohextrakte von
pMW10 und pMW11 wiesen nach Ultraschallaufschlu® nur Aktivititen nahe der Nachweisgrenze auf.
Auch ein AufschluB mit dem Homogenisator konnte keine Aktivitatssteigerung bewirken. Die
Supplementation der Metallionen Fe®*, Mn?*, Cu®* Co?" und Zn** wahrend des Wachstums, fiihrte
insbesondere bei den zuletzt genannten Zinkionen zu einer 10-fachen Steigerung der Aktivitat.

Trotzdem belief sich die spezifische Aktivitat nur auf 2 mU/g Protein.
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8 Vergleich des Reaktionsmechanismus von D-Carbamoylasen und

L-Carbamoylasen

Uber die natiirliche Funktion und den Reaktionsmechanismus von D- und L-Carbamoylasen ist - trotz
intensiver Forschungsbemihungen — bisher auer Mutmalungen nur wenig bekannt. Ziel dieser
Untersuchungen war es, mit rekombinant vorliegenden L- und D-A-Carbamoylasen unterschiedliche
Derivate des D,L-A-Carbamoylphenylalanins zu testen, um so mehr Uber den Reaktionsmechanismus
dieser Enzyme herauszufinden. Auf diese Weise konnten eventuell Vorhersagen uber die
Umsetzbarkeit von neuen Substraten getroffen, und Hinweise auf die physiologische Funktion von A-
Carbamoylasen gewonnen werden.

Die in Abbildung 39 aufgeflhrten Substrate wurden als Derivate des A-Carbamoyl-Phenylalanins mit
drei verschiedenen Carbamoylasen getestet. Lediglich das 3-Benzylbernsteinsdurehalbamid lag dabei
nicht in Reinform, sondern als Gemisch mit 2-Benzylbernsteinsaurehalbmid vor (siehe Abbildung 39).
Beide Substanzen lassen sich aber mittels HPLC-Analytik voneinander trennen, sodass die

Substratabnahme bzw. Produktzunahme eindeutig zugeordnet werden kénnen.

OH NH,

CWNHZ HZCWOH
o) 0

H,

Abbildung 38: D,L-3-BBHA (links) liegt als Gemisch mit D,L-2-BBHA (rechts) vor (Waniek,
2000)

Die Substrate lassen sich, je nach der Position des ausgetauschten Atoms, in drei unterschiedliche
Gruppen einteilen. Zusatzlich wurde a—Methyl-A-Carbamoyl-Phenylalanin als a-disubtituiertes Derivat
getestet. Die Strukturformeln dieser Molekile sind Pbbildung 39|dargestelit.

Die Carbamoyl-Phenylalaninderivate wurden mit den folgenden Carbamoylasen getestet:

= D-Carbamoylase aus (IM109 pMHS347 hyuC285 MS3.2; Mutante aus
Agrobacterium sp. IP 1-671; Hils, 1998)

» D-Carbamoylase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 (JM109 pMW1)

= L-Carbamoylase aus Arthrobacter aurescens DSM 3747 (JM109 pBW1; Wiese, 2000)
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Alle drei Carbamoylasen lagen rekombinant im gleichen Expressionssystem vor, waren durch

Rhamnose induzierbar und mit einem His-tag fusioniert. Die Ergebnisse der Umsetzungen sind in

abelle 28|in Kurzform zusammengefalit.

Tabelle 28: Tabellarische Darstellung der Umsetzungsversuche mit Carbamoyl-
Phenylalaninderivaten; Substrate die umgesetzt wurden sind mit einem ,+“
gekennzeichnet, solche, die nicht umgesetzt wurden mit einem ,,-*

Substrat D-Carbamoylase D-Carbamoylase L-Carbamoylase
Agrobacterium Arthrobacter crystallopoietes Arthrobacter
sp. DSM 20117 aurescens

Ac-Phe - - -

FPhe - - +

3-N-Me-CPhe - - -

C-PheM - - -

C-PheA - - -

O-C-PheL + - -

BBHA + + -

1-N-Me-CPhe - - -

a-Me-CPhe + nicht getestet nicht getestet

Beim Austausch der Carboxylatgruppe durch eine Carbamidgruppe (N-Carbamoyl-Phenylalaninamid;
C-PheA) oder eine Esterverbindung (AN-Carbamoyl-Phenylalaninmethylester; C-PheM) geht bei allen
getesteten Carbamoylasen die Fahigkeit, A-Carbamoylverbindungen zu hydrolysieren, verloren; somit
kommt der Carboxlatgruppe offenbar eine essentielle Rolle bei der Umsetzung dieser Verbindungen

ZU.
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Abbildung 39: Strukturformeln und Abkirzungen der Carbamoylphenylalaninanaloga;
A: Austausch des terminalen Stickstoffs; B: Austausch der Hydroxygruppe des
Carboxylats; C: Austausch des Bricken-Stickstoffs der Carbamoylgruppe; D: a-Methyl-

Carbamoyl-Phenylalanin
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Wird dagegen die Amino-Funktionalitat des terminalen Stickstoffs verandert, so zeigen die D- und die
L-Carbamoylase ein unterschiedliches Umsetzungsverhalten: Wahrend die L-Carbamoylase lediglich
die A-Formyl-Gruppe akzepiert, wird von den beiden D-Carbamoylasen keines der Derivate (A-Formyl-
Phenylalanin, N-Acetyl-Phenylalanin und 3-N-Methyl-Carbamoyl-Phenylalanin) mehr umgesetzt.

Die umgekehrte Situation liegt bei der Substitution oder Veranderung des Briicken-Stickstoffs vor. An
dieser Position ist fur die L-Carbamoylase bei keinem der Derivate Aktivitdt nachzuweisen, wahrend
die D-Carbamoylase aus Agrobacterium sowohl Kohlenstoff (Benzylbernsteinséaurehalbamid; BBHA)IZI
als auch Sauerstoff (Carbamoyl-Phenylmilchséure; O-CPhel) anstelle des Stickstoffs in dieser Position
akzeptiert. Die D-Carbamoylase aus Arthrobacter setzt das Benzylbersteinsaurehalbamid um®,
wahrend von beiden Enzymen das 1-A-Methyl-Carbamoyl-Phenylalanin (1-A-Me-CPhe) nicht
hydrolysiert wird.

Bei Untersuchungen zur Enantioselektivitat der genannten Reaktionen wurde festgestellt, dass sowohl
die L-Carbamoylase als auch die D-Carbamoylasen strikt D- bzw. L-spezifisch sind und jeweils nur ein
Isomer als Produkt nachgewiesen werden kann.

Da alle Assays qualitativ ausgelegt waren, ist fur die spezifische Aktivitdt nur eine ungeféhre

Abschatzung mdglich:

Tabelle 29: Geschatzte spezifische Aktivitdten der umgesetzten Substrate; als Vergleich
sind in der untersten Zeile die spezifischen Aktivitdten fir D,L-Carbamoyl-Phenylalanin
angegeben.

D-Carbamoylase D-Carbamoylase
Substrat ) )
Agrobacterium sp. 1P 1-671 | Arthrobacter crystallopoietes
BBHA > 3,2 U/mg 0,05 U/mg
O-PheL 0,2 U/mg -
D,L-C-Phe 3,8 U/mg 2,0 U/mg

" 2-BBHA wurde nicht umgesetzt
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1V Diskussion

Einfuhrung

Das Hydantoinase-Verfahren wird zur industriellen Herstellung von enantiomerenreinen Aminosauren
aus Hydantoinen eingesetzt (Grifantini et al., 1997). Dabei werden ganze Zellen sowohl als
Wildtypstdmme (Yamada et al., 1994) als auch rekombinante Systeme, bei denen die Gene fur
Hydantoinase und Carbamoylase heterolog oder homolog expremiert werden (Nanba et al., 1992),
verwendet. In den Arbeiten von Médller (1986) wurde ein Screening nach neuen Hydantoin-
verwertenden Mikroorganismen durchgefuhrt, bei dem D,L-Hydroxyxmethylhydantoin als einzige
Kohlen- und Stickstoffquelle eingesetzt wurde. Eines der aus Boden- und Wasserproben erhaltenen
Isolate, die das Substrat bis zur Aminosaure D-spezifisch umsetzten, wurde mit AM 2 bezeichnet. Nach
einer anschlieBenden Klassifizierung wurde der fortan als Arthrobacter crystallopoietes AM 2
bezeichnete Mikroorganismus in der Arbeit von Brans (1991) n&her untersucht und beziglich der
Kultivierung optimiert. AuBerdem konnte aus diesem Stamm ein Enzym mit D-Carbamoylaseaktivitat
angereichert werden. Da diese Gattung fur eine Umsetzung von Hydantoinderivaten als sehr geeignet
erschien, wurde der ebenfalls aktive Stamm Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 in der Arbeit von
Marin (1997) in Bezug auf die Hydantoinumsetzung untersucht. Dabei gelang es, die D-Hydantoinase
daraus homogen aufzureinigen und die ersten 30 Aminosauren des N-Terminus zu bestimmen. Eine
chromatographische Aufreinigung der D-Carbamoylase schlug allerdings fehl, da dieses Enzym in sehr
geringer Konzentration vorlag und es sich offenbar um ein extrem instabiles Enzym handelte. Diese
Instabilitdét konnte auch in der vorliegenden Arbeit bei Versuchen mit dem Wildstamm bestéatigt
werden, so dass eine Klonierung der D-Carbamoylase nur tUber den Umweg der Klonierung der D-
Hydantoinase moglich war. Hierbei wurde von der Hypothese der direkten Nachbarschaft der
Strukturgene der D-Hydantoinase und D-Carbamoylase ausgegangen, wie sie bei anderen Stdmmen
beschrieben wurde (siehe Abschnitt 1-2). Im Laufe der Arbeit konnte tatsachlich die Existenz eines
hyu-Genclusters bestatigt und die Gensequenz des D-Carbamoylasestrukturgenes entschlisselt
werden. AnschlieBend erfolgte die Entschlisselung der fir Arthrobacter crystallopoietes so erstmals
beschriebenen genetischen Organisation der am Hydantoin-Abbau beteiligten Gene. In dieser Arbeit
wurde weiterhin die rekombinante Produktion der D-Carbamoylase in Escherichia coli ermoglicht. Das
Genprodukt konnte bezlglich seiner Funktion als neuartige D-Carbamoylase charakterisiert werden.
Dabei konnte insbesondere der Reaktionsmechanismus der D-Carbamoylase im Vergleich mit dem
anderer D- und L-Carbamoylasen aufgeklart werden. Die einzelnen angesprochenen Punkte sollen in

den folgenden Abschnitten diskutiert werden.
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1 Ganzzellaktivitédtstests

Ruhende Zellen werden im Hydantoinase-Verfahren zur industriellen  Produktion von
enantiomerenreinen D- und L-Aminosauren eingesetzt (Dinelli et al., 1978; Nishida et al., 1987;
Yokotzeki et al., 1987 und Drauz et al., 1991). Verwendet man ruhenden Zellen des Stammes
Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 D,L-Benzylhydantoin um, so liegt nach der vollstandigen
Umsetzung des D-Benzylhydantoin nur noch L-Benzylhydantoin als Substrat vor, das entweder
chemisch racemisiert, oder aber von einer Hydantoinracemase in das entsprechende D-lIsomer
umgesetzt wird. Die aus dem Graphen (siehe [Abbildung 13) abgeleitete Halbwertszeit der
Racemisierung des L-Isomers liegt mit ca. zehn Stunden héher als die Halbwertszeit der chemischen
Racemisierung von funf Stunden (siehe [fabelle 1). Fir die Abnahme ist aber nicht nur die
Racemisierungsgeschwindigkeit ausschlaggebend, sondern vor allem die Substratkonzentration in der
Zelle. Nach sechs Stunden hat die Konzentration des D-Benzylhydantoin soweit abgenommen, dass
nicht damit zu rechnen ist, dass die Racemase noch mit maximaler Reaktionsrate arbeitet. Zusatzlich
kommt es wahrend der Reaktionszeit auch zu einer Inaktivierung der beteiligten Enzyme. Somit kann
aufgrund der Umsetzungskinetik keine eindeutige Entscheidung dariiber geféallt werden, ob A.
crystallopoietes eine Hydantoinracemase besitzt oder nicht. Wéare aber eine Racemase vorhanden,
sollte diese - in Analogie zu den bisher beschriebenen hyu-Genclustern (siehe - mit
groRBer Wahrscheinlichkeit in direkter Nachbarschaft der Ubrigen Ayu-Gene zu finden sein.

Auch der Transport des Hydantoinderivates in die Zelle und der Export der Aminosaure in das Medium
bleiben beim Ganzzellaktivitatstest unbertcksichtigt.

Am Beispiel der schwer umsetzbaren Hydantoinderivate L-allo-Threoninhydantoin und
D,L-Serinhydantoin, laRt sich der Einflu? der Substrat- und Biomassekonzentration bei den
Ganzzellumsetzungen erkennen (Fritz, 2000). Beim L-Threoninhydantoin kommt erschwerend hinzu,
dass das gesamte L-Substrat erst in die D-Form racemisieren muf3. Eine Messung der Ganzzellaktivitat
ist fir beide Verbindungen erst bei einer Substratkonzentration von 10 g/l mdoglich.

Allerdings lassen sich nicht immer Rickschlisse von den Ganzzellumsetzungen auf die enzymatischen
Eigenschaften der D-Hydantoinase und der D-Carbamoylase ziehen. Die Zelle ist eine Art ,black-box",
bei der der Transport des Hydantoins ins Zellinnere und der Export der produzierten Aminosaure ins
Medium unbericksichtigt bleiben. Somit lassen sich nur Tendenzen aus den Ergebnissen ableiten.
Sicher scheint jedoch, dass die D-Carbamoylase sowohl aromatische, als auch aliphatische

D-Carbamoyl-Aminosauren umsetzt.
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2 Kultivierung von Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117

Wahrend der Kultivierung von Arthrobacter crystallopoietes konnte durch die Zufltterungsstrategie
eine konstante Hydantoinkonzentration im Zellinneren gewahrleistet werden. Allerdings waren im
Vergleich zu den Arbeiten von Marin keine eindeutig erhdhten Aktivititen messbar. Somit scheint
Hydantoin als mdglicher Induktor auszuscheiden. Allerdings kommen auch andere Molekile
(5,6-Dihydrouracil, Uracil and 5,6-Dihydrothyminoder 5-Methylhydantoin und
Hydroxymethylhydantoin; Syldatk et al., 1992) in Frage, wie sie bereits von Runser et al. (1993)
beschrieben worden sind.

Weiterhin muss man beachten, dass bei der Anzucht ein halbsynthetisches Medium verwendet wurde,
das zur Wachstumsoptimierung (Brans, 1991) auch Hefeextrakt beeinhaltet. Hefeextrakt enthélt aber
auch Nukleotidderivate, die als Induktoren in Frage kommen kdnnten. Eine genauere Analyse dieser
Fragestellung koénnte durch die kontinuierliche Kultivierung auf Mineralmedien und folgende
Pulseexperimente mit den entsprechenden Substanzen durchgefihrt werden.

Deshalb muss das Wachstum auf definierten Mineralmedien stattfinden, um eindeutig induktive

Effekte nachweisen zu kdnnen.

3 Aufreinigung der D-Hydantoinase

Seit den frihen 50er Jahren ist bekannt, dass die induzierbare Dihydropyrimidinase (EC 3.5.2.2) eine
wichtige Rolle im Pyrimidin-Metabolismus einnimmt und in der Natur sowohl in eukaryontischen als
auch in prokaryontischen Organismen weit verbreitet ist (Bernheim et al., 1946; Eadie et al., 1949;
Wallach et al., 1957; Akamatsu, 1960). Die Dihydropyrimdinase-Reaktion (siehe wurde
als strikt D-spezifisch, jedoch mit einer groBen Substratvariabilitdt beschrieben. Im Jahre 1975
veroffentlichten Cecere et al. die enzymatische Produktion von N-Carbamoyl-D-Aminosauren aus
chemisch synthetisierten D,L-5-monosubstituierten Hydantoinderivaten mit einer teilweise
angereinigten Dihydropyrimidinase aus Kalbsleber und formulierten als erste die mdgliche industrielle
Bedeutung der ,,D-Hydantoinase* fiir die Herstellung optisch aktiver D-Aminosauren. Ende der 70er
Jahre wurden zur industriellen Herstellung der Antiobiotika-Seitenketten D-Phenylglycin und
p-Hydroxy-D-Phenylglycin D-Hydantoinasen aus verschiedenen Mikroorganismen, wie Pseudomonas,
Agrobacterium und Bacillus isoliert. Im Jahre 1993 konnten Runser und Meyer in diesem
Zusammenhang erstmals eine D-Hydantoinase ohne Dihydropyrimidinaseaktivitit beschreiben. Um
weiterhin neue Hydantoinasen zu isolieren, kamen die Konti-Prozess-Kultivierung (Morin et al., 1993)
oder Kolonie-Hybridisierungstests (LaPointe et al., 1994) zum Einsatz. Einen Uberblick iber die
Isolierung und Charakterisierung anderer D-Hydantoinasen bietet . Auch die
D-Hydantoinase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 konnte von Marin aufgereinigt und

charakterisiert werden und stimmt in ihren molekularen Eigenschaften mit den anderen bisher
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beschrieben D-Hydantoinasen gut Uberein. Die Gensequenz der D-Carbamoylase aus diesem
Organismus zu erhalten, war aufgrund der Instabilitit dieses Enzymes (siehe 1-2.2) nur Uber die
Isolierung der D-Hydantoinase moglich. Zu Beginn der Arbeit standen keine Informationen auf DNA-
Ebene zu Verfligung; lediglich die ersten 30 Aminosauren des N-Terminus der D-Hydanatoinase waren
aus den Arbeiten von Marin (1997) bekannt. Somit bestand eine Mébglichkeit darin, aus der
vorhandenen Proteinsequenz der D-Hydantoinase degenerierte Sonden abzuleiten, das Strukturgen
der Hydantoinase zu bestimmen und auf eine direkte Nachbarschaft der D-Carbamoylase in einem
Gencluster zu spekulieren; solche Gencluster wurden bereits fir andere Hydantoin-umsetzende
Mikroorganismen beschrieben (siehe 1-2). Allerdings blieben die ersten Versuche mit degnerierten
Sonden, die sich aus der bekannten Proteinsequenz des N-Terminus der D-Hydantoinase ableiteten,
erfolglos. Auch degenerierte PCRs mit Primern, die vom N-Terminus und konservierten Bereichen
verschiedener D-Hydantoinasen abgeleitet wurden, fihrten nicht zum gewlinschten Erfolg. Deshalb
mussten zusatzliche Informationen zur Proteinsequenz der D-Hydantoinase aus Arthrobacter
crystallopoietes DSM 20117 gewonnen werden.

Dazu wurde das bestehende Aufreinigungsprotokoll von Marin derart modifiziert, dass die
Hydantoinase soweit aufgereinigt werden konnte, dass beim Ausschneiden der Proteinbande aus
einem SDS-Gel eine Kontamination mit anderen Proteinen ausgeschlossen werden konnte. Um
sicherzustellen, dass es sich tatsdchlich um die von Marin (1997) beschriebene Hydantoinase
handelte, wurden nach einem Western-Blot die ersten acht N-terminalen Aminosauren bestimmt. Mit
Ausnahme von Position zwei des N-Terminus stimmten alle Aminosauren Uberein (Prolin anstelle von
Aspartat); der in dieser Arbeit bestimmte N-Terminus (mit Aspartat an Position zwei; siehe Tabelle 31)
wurde nach dem Vorliegen der DNA-Sequenz des Hydantoinasegens bestéatigt.

Nach der Aufreinigung sollte ein proteolytischer Verdau der Hydantoinase durchgefiihrt werden. Daftir
kamen entweder das Extrahieren der D-Hydantoinase aus dem SDS-Gel oder der Verdau des
gebloteten Proteins auf der PVDF-Membran in Betracht. Beide Methoden waren mit so hohen
Ausbeuteverlusten verbunden (Stone et al, 1989 und John et al., 1994), dass eine dritte Methode
herangezogen wurde. Dabei wird das Protein /n situ im SDS-Gel mit Trypsin proteolytisch verdaut.
Diese Methode hat den Vorteil, dass sich die im Gel entstandenen Peptide leichter aus der
Polyacrylamidmatrix eluieren lassen als ein unverdautes Protein (Walker, 1994).

Nachdem die Peptide durch quantitative HPLC in Fraktionen voneinander getrennt worden waren,
wurde deren Proteinsequenz bestimmt. In sind noch einmal die erhaltenen
Peptidsequenzen aufgefiihrt, wobei die Aminosauren, die durch die spater erhaltene DNA-Sequenz der
D-Hydantoinase bestatigt wurden, unterstrichen sind (die aus der Nukleinséduresequenz abgeleiteten

Aminosauren sind bei Abweichungen in Klammern angegeben).
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Quelle Bacillus Bacillus Blastobacter | Agrobacterium Arthrobacter Arthrobacter | Pseudomonas | Pseudomonas | Pseudomonas
stearotherm. circulans sp. Al7p-4 sp. IP-1 671 crystallopoietes aurescens fluorescens striata sp. AJ 11220
SD-1 DSM 20117 DSM 3745
Referenz Lee et al., 1995 Luksa et al, Ogawa et al., Runser et al., 1993 | Marin (1997) May et al., Morin et al., Takahashi et al., | Yokozeki et al.,
und 1997 1997 1995 1996 - 1998 1986 1978 19987
Induktor Hydantoin Methylthio- Uracil Uracil Dihydrouracil, N-3-Methyl-D,L- Hydantoin 5-Cyano-Ethyl-
ethyl- Hydantoin und D,L- | 5- Hydantoin
hydantoin 5-monosubstituierte | Indolylmethyl-
Hydantoin hydantoin
Aufreinigung | Ammoniumsulfat- | Hitzefallung, | DEAE-Sephacel, | Protamin- und Protamin- und DEAE- HIC (Phenyl- Protamin- und lonenaustausch-
Fallung, Sephadex G- | HIC (Phenyl- ammoniumsulfat- | ammoniumsulfat- Streamline, sepharose), ammoniumsulfat- | chromatographie
Q-Sepharose, 50, DEAE- sepharose), Fallung, Fallung, IEX (DEAE- | HIC (Phenyl- SEC (Sephacryl | Fallung, IEX (DEAE-
Hitzefallung cellulose, HIC | SEC (Sephacryl | Hitzeféllung, Cellulose), HIC sepharose), S-400) und (DEAE-cellulose), | Toyopearl)
HIC (Phenyl- (Phenyl- S-200 HR), IEX (DEAE- (Phenylsepharose), Mono Q praparative Hydroxylapatit-
sepharose, sepharose), Mono Q and Sephadex und Mono Q, Gelfiltration Elektrophorese |und SEC
praparative Fractogel superose-12 Trisacyl, HIC (Sephadex G
Elektrophorese) (Octyl-Sepharose) 200),
Kristallisierung
Ausbeute, % 15 12.4 3 9 5 77 1 3 63
Aufreinigung 50 243 30 965 20 52.6 0.53 300 27
-faktor
Reinheit homogen homogen homogen homogen homogen homogen homogen homogen angereichert
Temperatur- 65 °C 75 °C 60 °C 60 °C 50 - 60 °C 50 °C 55 °C 45 - 55 °C 55°C
optimum
Temperatur- < 60°C < 60°C < 60°C < 70°C <50°C <40°C < 60°C
Stabilitat
pH-Optimum 8.0 8.0 -10.0 10.0 10.0 8.2-9.2 8.8-9.3 9.0 8.0-9.0 8.0
PH-Stabilitét 5.,56-11.0 8.5-9.5 5.0-10.0 7.5-10.5 6.5 5.5-8.5 6.0-7.0
Metallionen MnZ* Mn?* Co?* Mg?*, Mn?* Ni%*, Mg®* Zn?* 10 mol Zn**pro | Fe?* Fe?*, Co®*
Ni%* Co?" Niz* mol aktiven
erhohen die erhohen die Enzyms, aber
Enyzm- Enyzmaktivitat Mn?* und Co®*
aktivitat erhdéhen die
Enzymaktivitat
Unter- 2 x 54.000 Da 4 x 53 kDa 4 x 53 kDa 4 x 62 kDa 4 x 60 kDa 4 x 50 kDa 4 x 60 kDa 190 kDa

einheiten
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Tabelle 31: Peptidsequenzen nach dem tryptischen Verdau der D-Hydantoinase

Peptidbezeichnung Sequenz

N-Terminus nach Western-Blot | MDAKLLVG

36.06 GEYVGTR

62.76 VGMLDAE(A)TPDTVER
61.61 LVMYETGVAEGK

64.62 APGSDADFFMM(I1VV)DP
73.31 QNMDYTLFEGFK

73.93 GINTGAVSVVSSDHCPEF(C)EEEK
77.53 AL(E)VI(P)LYEV

79.37 GQ(S)LMINDGELFDILK
82.15 VMPGGIDVHTHIDSPLMGTT

Bei genauerer Analyse basieren die Abweichungen mit grofRer Wahrscheinlichkeit nicht auf
Sequenzierungsfehler bei der Analyse der DNA, sondern auf schwer auswertbaren Chromatogrammen
bei der Sequenzierung der Peptide. Insbesondere dann, wenn Signale durch zwei gleiche,
aufeinanderfolgende Aminosauren verstarkt werden (Bsp. 64.62) oder die Aminosauren im Standard-
Elutionsprofil direkt hintereinander liegen (Bsp. 79.37).

Die Sequenzierung von Proteinen ist mit wesentlich mehr Fehlerquellen behaftet als die von DNA. Aus
diesem Grund wurde bei der Festlegung der Proteinsequenz der D-Hydantoinase die Nukleotidsequenz

und nicht die Peptidsequenzen bericksichtigt.
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4 Expression der D-Carbamoylase

Normalerweise wird das Startcodon durch das Basentriplett atg festgelegt. In einigen Féllen kann die
Translationsinitiation allerdings auch von den Codons gtg oder ttg iibernommen werden, wobei deren
Wahrscheinichkeit in Escherichia coli nur bei 8 bzw. 1 % liegt (Hannig et al., 1998). Auch wenn bisher
fir GC-reiche Organismen wie Arthrobacter oder Streptomyceten noch keine statistischen Daten fur
die Haufigkeitsverteilung von Starctodons vorliegt, sollte die Wahrscheinlichkeit fur ein ttg-Startcodon
in diesen Mikroorganismen noch niedriger sein, als im AT-reichen Escherichia coll.

Bei der Suche nach offenen Leserahmen fiir die D-Carbamoylase aus dem Ayu-Gencluster kamen zwei
Basentripletts als Startcodon in Betracht: ein gfg- und ein ftg-Startcodon. Allerdings konnte nur mit
der ttg- Variante Expression und Aktivitdt des rekombinanten Proteins in Escherichia coli
nachgewiesen werden; dies ist ein wichtiger Hinweis darauf, dass vermutlich auch im Wildtyp die
ttg-Variante den Translationsstart determiniert.

Weiterhin ist bei einem Alignment der um funf Aminosduren ldngeren ,ftg*-D-Carbamoylase mit den
bisher bekannten N-Termini von D-Carbamoylasen zu erkennen, dass bereits im Anfangsbereich dieser
ersten funf Aminosduren Homologien zu den anderen D-Carbamoylasen vorliegen (siehe
26).

Ein weiteres Argument fir ein tfg-Startcodon im Wildtyp ergibt sich bei der Betrachtung der
potentiellen Shine-Dalgarno-Sequenz AGGA. Diese liegt mit 7 Basenpaaren Distanz zum tfg-Startcodon
im Ublichen BereichE,I wahrend das gtg-Startcodon einen Abstand von 22 bp aufweist.

Auch wenn in Arthrobacter sp. und anderen GC-reichen Species wie den Streptomyceten bisher nur
gtg-Tripletts als seltene Startcodons beschrieben worden sind (AyuH, hyuC beide Arthrobacter
aurescens DSM 3747, Wiese, 2000 + andere Species), scheinen die geschilderten Fakten auf einen
ttg-Start fur die Translationsinitiation hinzuweisen.

Somit konnte erstmals ein tfg-Startcodon fir ein Strukturgen in einem GC-reichen Organismus
beschrieben werden. Einen endgultigen Beweis kann allerdings erst eine N-terminale Sequenzierung
der aus dem Wildtyp aufgereinigten D-Carbamoylase erbringen.

Die D-Carbamoylase konnte mit einer geringen Tendenz zur inclusion body-Bildung und mit einem

zufriedenstellenden Anteil von 30 % des Gesamtproteins in Escherichia coli expremiert werden.

8in Escherichia coli variiert der Abstand zwischen der Ribosomenbindestelle (RBS) und Startcodon von
finf bis dreizehn Nukleotiden und beeinfluf3t die Translationseffizienz (Makrides, 1996)
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5 Charakterisierung der D-Carbamoylase

Tabelle 33 gibt einen Uberblick tiber die Aufreinigung und die Eigenschaften der bisher in der Literatur
beschriebenen D-Carbamoylasen. In Ubereinstimmung mit mit diesen Daten konnte fiir das Enzym
aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 keine Metallabhéngigkeit festgestellt werden. Auch das
pH-Optimum liegt in einem vergleichbaren Bereich, wahrend das Temperaturoptimum mit 30 °C sehr
viel niedriger liegt als das der anderen D-Carbamoylasen. Auch durch die niedrige Temperaturstabilitat
hebt sich die D-Carbamoylase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 von anderen bisher
beschriebenen D-Carbamoylasen ab (. Dies kdnnte mdglicherweise damit erklart werden,
dass es sich bei Arthrobacter um ein Bodenbakterium der gemafigten Breiten handelt, bei dem die
Umweltfaktoren nicht die Selektion temperaturstabiler Enzyme begiinstigen. Die geringe
Temperaturstabilitdt mag auch ein Grund dafir sein, weshalb die D-Carbamoylase nach dem
Aufschluss im Ultraschall inaktiviert wird. Beim Pulsen mit dem Ultraschall entstehen kurzfristig und
lokal hohe Temperaturen, die zu einer Denaturierung des Proteins fuhren kénnen. AufRerdem sind D-
Carbamoylasen generell empfindlich gegentber Oxidation durch Luftsauerstoff, weil an der Katalyse
auch Sulfhydrylgruppen von Cysteinresten im aktiven Zentrum des Enzyms vorliegen (siehe 1V-9). In
Gegenwart von reduzierenden Reagenzien, wie DTT, kdnnen D-Carbamoylasen stabilisiert werden.
Versuche die Stabilitdt des Enzyms durch Zugabe von Albumin zu erhdhen, fihrten zu keiner
Verbesserung der Stabilitat. Dadurch, dass das Enzym in rekombinater Form zugéanglich ist, bietet dies

die Méglichkeit durch evolutives Design die Temperaturstabilitat des Enzym zu erhéhen.

Tabelle 32: Substratspektren von D-Carbamoylasen; die Enzymaktivitaten sind in Prozent
angegeben und das Standardsubstrat fett markiert

Substrat A. crystallopoietes | Pseudomonas | Blastobacter | Agrobacterium | Agrobacterium Comamonas
DSM 20117 sp. sp. Al7p-4 sp. IP 1-671 sp. KNK712 sp.E222¢c
D-C-p-OH-
Phenylglycin - 134 132 100 100 47
D-C-Phenylglycin - 102 170 103 110 24
D,L-C-Phe 87 46 46 61 53 59
D-C-Phe 100 100 100 - - 100
D-C-Trp 70 18 18 114 42 -
D-C-Tyr 55 - 54 - -
D-C-Met 11 84 84 276 160 92
D,L-C-Thr - 18 18 - 27 3
DL C-Ser 30 3 3 - 55 6
D-C-Ala 443 29 29 - 81 23
D-C-Val 30 55 55 - 38 10
DL-C-Asp 0 - - <1 6 -
Formyl- . . . . .
nein nein nein nein - nein
Aminoséauren
B-Ureidopropionat nein nein nein nein - nein
L-Amioséuren nein nein nein nein nein nein
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Tabelle 33: Aufreinigungsprotokolle und charkteristische Eigenschaften von mikrobiellen D-N-Carbamoylasen
Source Agrobacterium Agrobacterium | Agrobacterium | Clostridium Comamonas | Blastobacter Pseudomonas | Pseudomonas| Arthrobacter
radiobacter sp. KNK712 sp. (BEECHAM- uracilicum sp. E 222¢ sp. Al7p-4 sp. AJ-11220 putida 77 cryst.
NRRL B11291 | (nach Expression strain) DSM 20117
in £. coli)
Referenz Olivieri et al., Nanba et al., Louwrier et al, Campbell et al., | Ogawa et al., Ogawa et al., Yokozeki et al., Kim et al.,
1979; 1998 1996 1958 1993 1994 1987 1986
Grifantini et al.,
1996
Induktor N-Carbamoyl- Harnstoff,
D-Phenylglycin N-Carbamoyl-
Phenylglycin, keine Angaben | A-Carbamoyl-B- | A-Carbamoyl-3- Uracil 5-Cyano- 1-Methyl- keine Angaben
N-Carbamoyl-p- Alanin Alanine ethylhydantoin hydantoin
OH-Phenylglycin
(fur Wildtyp)
Aufreinigung Q-Sepharose FF, Hitzefallung, MnCl,, Ammoniumsulfa | Ammoniumsulfa IEX Ammoniumsulfa
Chelat-Sepharose, HIC Ammoniumsulfa | t-Fallung, IEX t-Fallung, (DEAE Toyopearl) t-Fallung,
Superose 12 (Phenylsepharose), t- und Aceton- (DEAE- DEAE-Sephacel, IEX (DEAE-
(fur rekombinantes | Ammoniumsulfat- keine Fallung, Sephacel, HIC Cellulose), Aufreinigung
Enzym) Fallung, DEAE- Hydroxylapatit- MonoQ), (Phenylsepharo Kristallisation Mit His-tag
Sepharose Chromatographi HIC se), Sephadex
(fur rekombinantes e (Phenylsepharo | G150, MonoQ
Enzym) se)
Ausbeute, % 34 (fur 12.3
rekombinantes (fur rekombinantes geklarter 18 36 2.3 36 63.2
Enzym) Enzym) Rohextrakt
Aufreinigungs- 20 3.9
faktor (fur rekombinantes | (fiir rekombinantes geklarter 119 37 17 27.4
Enzym) Enzym) Rohextrakt
Reinheit homogen geklarter Rohextrakt homogen homogen Rohextrakt homogen homogen
Rohextrakt
Temperatur- 60 °C 65 °C 52 °C 30- 35°C 40 °C 55 °C 55 °C 37 °C 30 °C
optimum
Temperatur- <40 °C <b55°C <45 °C <40 °C <50 °C <40 °C <30 °C
Stabilitat
pH-Optimum 7.0 7.0 7.4-176 74-738 8.0-9.0 8.0-9.0 7.0 7.0-8.0 8.0
pH-Stabilitat 7.0-9.0 7.0-9.0 6.2-9.0 6.5-9.5 6.0-9.0 6.0-7.0 75-8.5
Metallionen keine keine Angaben keine keine keine keine Angaben keine Angaben keine Angaben keine
Untereinheiten 2 X 34 kDa 34 kDa (errechnet) | keine Angaben keine Angaben 3 x 40 kDa 3 x 40 kDa keine Angaben 4 x 27 kDa 2 X 34 kDa
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Die D-Carbamoylase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 besitzt wie die anderen bisher
bekannten D-Carbamoylasen ebenfalls ein breites Substratspektrum, kennzeichnet sich aber durch die
hohe Praferenz fir D-Carbamoyl-Alanin aus (siehe), die in dieser Art erstmals in der
Literatur beschrieben werden konnte.

Die Sonderstellung der D-Carbamoylase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 wird zusatzlich
durch den niedrigen Wert der maximalen Aminosaure-ldentitat von 53 % zu den bisher beschriebenen
D-Carbamoylasen unterstrichen. Somit konnte in dieser Arbeit eine neuartige D-Carbamoylase kloniert

und als aktives Protein in Escherichia coli expremiert werden.

6 L-Carbamoylase

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals ein hyu-Gencluster beschrieben werden, auf dem sowohl
ein offener Leserahmen fiir eine D- und eine L-Carbamoylase enthalten sind. Ob es sich allerdings bei
dem Leserahmen, der Homologien zu L-Carbamoylasen aufweist, tatsidchlich um das entsprechende
Enzym handelt, konnte noch nicht geklart werden, da die L-Carbamoylase nach der Indkuktion mit
Rhamnose vollstandig als unlésliche Proteinfraktion vorlag. Mdégliche Ansatzpunkte zur l6slichen
Expression des Proteins kdnnten das Herabsetzen der Kultivierungstemperatur wahrend der Induktion,
die Fusion mit einem l6sungsvermittelnden Protein (z.B. Maltose-bindendes-Protein) oder die
Koexpression mit Chaperones sein. Die Lange des Leserahmens korreliert gut mit der anderer, bisher
beschriebener L-Carbamoylasen, wie denen aus Pseudomonas sp. N671, Bacillus stearothermophilus,
Bacillus halodurans, Arthrobacter aurescens DSM 3747 (Abbildung 40).

Das Vorliegen von L- und D-Carbamoylase kénnte bei Ganzzellumsetzungen mit dem Wiltdtyp Stamm
Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 zu einer unselektiven Umsetzung bestimmtet Substrate
fuhren. Dies veranschaulicht einen weiteren Vorteil, wenn die fur die Umsetzung verantwortlichen

Enzyme, wie im Falle der D-Carbamoylase, auch in rekombinanter Form zuganglich sind.
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Abbildung 40: Alignment verschiedener L-Carbamoylasen; von oben nach unten:
Pseudomonas sp. N671, Bacillus stearothermophilus, Bacillus halodurans, Arthrobacter
aurescens DSM 3747, Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117
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7 D-Hydantoinase

Nachdem die DNA-Sequenz der Hydantoinase bestimmt worden war, wurde der Versuch
unternommen das Enzym auch rekombinant in Escherichia coli zu expremieren. Obwohl das Enzym
mit guter Loéslichkeit im Rhamnoseexpressionssystem produziert wurde, konnten nur marginale
Aktivitaten fur die D-Hydantoinase festgestellt werden. Da der N-Terminus durch Sequenzierung
bestéatigt worden ist, kénnte der C-Terminus der D-Hydantoinase zu kurz bestimmt worden sein. Von
Kim et al., wird postuliert, dass der C-Terminus der Hydantoinasen zwar keine katalytisch essentielle
Funktion Ubernimmt, aber fur die intermolekulare Bindung der Untereinheiten verantwortlich sein
kénnte (Kim et al., 1998). Eine weitere Mdglichkeit die Aktivitdt der Hydantoinase zu erhdhen,
bestiinde darin bereits wahrend der Anzucht und im Aktivitatsassay zweiwertige lonen wie Zn?*, Mn?",

Mg?" oder Co?** zu supplementieren.

8 Hydantoinpermease und hypotetisches Regulatorgen

Da die Sequenzen von hyuP und orfl noch nicht vollstdndig vorliegen, kann nicht mit absoluter
Sicherheit gesagt werden, ob es sich bei diesen offenen Leserahmen tatsachlich um Gene handelt, die
fur eine solche Permease bzw. fur einen Regulator codieren. Eine Homologierecherche der bisherigen
Sequenz von AyuP zeigt, dass diese zu 28 % mit einer Allantoin-Permease aus Escherichia coli
(Blattner et al.,1997) und zu 29 % mit einem hypothetischen, 54 kDa grolien Protein aus Bacillus
subtilis (Glaser et al., direct submission 1996) identisch ist.

Der bislang bekannte Sequenzbereich von orfl ist zu 35 % identisch mit einem
Transkriptionsregulator-Protein aus der /ac/-Familie von Streptomyces coelicolor (Redenbach et al.,
1996) und zu 32 % identisch mit demselben Protein aus Vibrio cholerae (Heidelberg et al., 2000).
Sollte Bedarf an der gesamten Sequenz der Permease bestehen, so kénnte durch eine weitere IPCR
der Leserahmen vervollstandigt werden. Ein mogliche Anwendung fur eine Permease bestiinde darin,
die Toluolisierung bei der Permeabilisierung des Ganzzellkatalysators zu ersetzen. Der Transport der
Hydantoinderivate vom extrazellularen Raum in das Cytosol der Zelle kann einen groRRen Einfluss auf
die Effizienz der Gesamtzellumsetzung haben. Gerade weil viele Hydantoinderivate nur in geringen
Konzentrationen l6slich sind spielt dies eine wichtige Rolle.

Allerdings erweist sich die heterologe Expression von Membranproteinen und der Nachweis von des
aktiven Transportvorganges oft als dul3erst problematisch.

Sollte es sich bei orfl um einen Regulatorprotein handeln, so kann nicht davon ausgegangen werden,
dass dieser fur die Regulation des hyu-Genclusters verantwortlich ist (Wiese, 1999). Ware dies
trotzdem der Fall, dann kénnte das hyu-Regulationssystem auch als Expressionssystem rekombinanter
Proteine  dienen. Insbesondere in  Kombination mit A:3-M-IMH  (A-3-Methyl-D,L-5'-
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Indolymethylhydantoin), das als Induktor nicht verstoffwechselt werden kann (Syldatk et al., 1992),
kénnte dieses Expressionssystem gegenuber etablierten Plasmiden konkurrenzfahig machen. Diese
Eigenschaft kdnnte gerade bei groRvolumigen Hochzelldichtefermentationen genutzt werden, weil hier
das Nachfuttern eines Induktors auch finanzielle Auswirkungen auf die Gesamtkosten eines Prozesses

haben kann.

9 Der Reaktionsmechanismus der D- und L-Carbamoylasen

Die L-Carbamoylase aus Arthrobacter aurescens, die D-Carbamoylasen aus Agrobacterium sp. IP 1-671
und die in dieser Arbeit detailliert untersuchte D-Carbamoylase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM
20117 besitzen beziglich des 5'-substituierten Restes ein mehr oder minder breite Substratspezifitat,
die eingehend untersucht wurde (siehe 1-2.2 und 1-2.3). Erstmals in der Literatur wurde hier die Rolle
der Gbrigen Positionen bei der Umsetzung des A-Carbamoyl-Phenylalanin systematisch untersucht,
indem einzelne Positionen dieses Molekils gegen andere Atome oder funktionelle Gruppen
ausgetauscht wurden, wahrend der Rest des Molekuls unverandert blieb.

Zwischen den beiden Carbamoylasen sind bereits einige Unterschiede beschrieben worden. So ist die
D-Carbamoylase durch Ammoniumionen hemmbar, wéahrend bei L-Carbamoylasen solch eine
Produktinhibierung noch nicht beschrieben worden ist.

Aus phylogenetischer Sicht gehdren beide Enzyme unterschiedlichen Proteinfamilien an. So besitzen
aufgrund der Sequenzdaten D-Carbamoylasen Gemeinsamkeiten mit Amidasen, B-Alaninsynthetasen
und Nitrilasen, wahrend L-Carbamoylasen offenbar eine Verwandschaft zu L-Carbamoyl-Cystein-
EIund auch zu B-Alaninsynthetasen aufweisen (siehe 1-2.3 und

46'). Aufgrund  dieser Zusammenhénge wurden fir beide Enzyme unterschiedliche

Aminoacylasen, Allantoicasen

Reaktionsmechanismen postuliert (siehe Abbildung 41).
0

OH L-Carbamoylase OH

HN7<H/NH2 NH
2
o]

D-Carbamoylase

Abbildung 41: Postulierte Reaktionsmechanismen bei D- und L-Carbamoylase

° Allantoicasen katalysieren im Purinabbau die Umsetzung von Allantoinsaure zur Ureidoglykolat und
Harnstoff
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L-Carbamoylase D-Carbamoylase
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Abbildung 42: Mégliche Reaktionsmechanismen bei der Decarbamoylierung durch D- und
L-Carbamoylase; die Beschreibung der katalytischen Triade von Lys126, Glu46 und
Cys171 geht auf Nakai et al. (2000) zurick

Danach sollte es sich bei der L-Carbamoylase um eine ,echte” Carbamoylase handeln, die den
kompletten Carbamoylrest hydrolisiert, wahrend die D-Carbamoylase mdglicherweise als Amidase
fungiert: In einem ersten enzymatischen Schritt wird die terminale Aminogruppe des Carbamoylrestes
zur Hydroxylgruppe umgesetzt und das gebildete, chemisch instabile Produkt (A-Carboxyl-
Phenylalanin) zerféllt in die D-Aminosaure, Kohlendioxid und Ammoniak. Bisher konnte aber noch kein
Beweis fir diesen Reaktionsmechanismus erbracht werden, da das nur kurzzeitig auftretende
Zwischenprodukt bisher weder direkt noch indirekt nachgewiesen konnte. Auch die vor kurzem
aufgeklarte 3-D-Struktur der D-Carbamoylase aus Agrobacterium sp. KNK 712 (Nakai et al., 2000)
verstarkte zwar die Hinweise auf einen Amidasemechanismus, konnte aber eine ,echte”
Carbamoylasereaktion, bei der der nukleophile Angriff zwischen dem Briicken-Stickstoff und dem
Kohlenstoff der Carbamoylgruppe erfolgt, nicht endgultig ausschliessen (siehe roter,
unterer Pfeil).

Mit Hilfe der beiden Schlisselsubstrate Benzylbernsteinsdurehalbamid (2-BBHA) und A~Formyl-
Phenylalanin konnte bewiesen werden, dass sich die D- und die L-Carbamoylase in ihrem

Reaktionsmechanismus tatsachlich voneinander unterscheiden (siehe Abbildung 44).



105

0 0
OH OH
HZC\H/NHZ HN\rrH
o o)
BBHA F-Phe

Abbildung 43: Schlusselsubstrate bei der Aufklarung des Reaktionsmechanismus von
D- und L-Carbamoylase; links Benzlbernsteinsaurehalbamid; rechts N-Formyl-
Phenylalanin

Beim Benzylbernsteinsdurehalbamid kann aufgrund der Substitution des Stickstoffs durch eine
Methylengruppe die Carbamoylgruppe nicht mehr abgespalten werden. Eine ,echte” Carbamoylase
kénnte also eine solche Verbindung nicht hydrolisieren, wahrend eine Carbamoylase, deren Aktivitat
auf einem Amidasemechanismus beruht, das BBHA zu Benzylbernsteinsdure umsetzt. Dieses Produkt
ist im Gegensatz zum AN-Carboxyl-Phenylalanin chemisch stabil und kann als Reaktionsprodukt

nachgewiesen werden.

9.1 Reaktionsmechanismus der D-Carbamoylase

Da die verwendeten D-Carbamoylasen aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 und
Agrobacterium sp. IP 1-671  kein  A-Formyl-Carbamoylphenylalanin, wohl aber das
Benzylbernsteinsdurehalbamid umsetzen kénnen, mufl es sich bei dem Enzym um eine Amidase
handeln. Somit konnte der von Nakai et al. (2000) postulierte Reaktionsmechansimus der D-
Carbamoylase durch die Ergebnisse dieser Arbeit experimentell bestéatigt werden (siehe .

Es handelt sich bei der D-Carbamoylase also um eine hochspezialisierte, enantio- und regiospezifische
Amidase. Daher ist die Bezeichnung D-A-Carbamoyl-Amidohydrolase dem systematischen Begriff

.D-Carbamyolase*“ vorzuziehen.
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Abbildung  44: Schematische  Darstellung des Reaktionsmechanismus  der
D-Carbamoylase aus Agrobacterium sp. KNK671 (nach Nakai et al., 2000)

9.2 Reaktionsmechanismus der L-Carbamoylase aus Arthrobacter

aurescens

Da die L-Carbamoylase aus Arthrobacter aurescens DSM 3747 das Benzylbernsteinsdurehalbamid nicht
umsetzen kann, konnte ein Reaktionsmechanismus, wie er bei den D-Carbamoylasen vorliegt,
ausgeschlossen werden. Die Decarbamoylierung mul bei diesem Enzym also auf einem anderen
katalytischen Mechanismus beruhen. Aufgrund der gezeigten Ergebnisse wurde in Abbildung 46 fir
eine L-Carbamoylase das schematische Modell der Umsetzung einer L-Carbamoyl-Aminoséure
aufgestellt: Nach dem nukleophilen Angriff wird nicht, wie bei der D-Carbamoylase, das
Elektronenpaar des terminalen Stickstoffs aktiviert, sondern das zwischen Bricken-Stickstoff und
Kohlenstoffatom. Die Decarbamoylierung erfolgt nach einem Acylase-ahnlichen Mechanismus, bei dem
Carbamat frei wird, das chemisch instabil ist und daher anschlielend sofort in Kohlendioxid und

Ammoniak zerfallt.
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Abbildung 45: Hypothetischer Reaktionsmechanismus fir die L-Carbamoylase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3747; Nu: Nukleophil; Acc: Elektronenakzeptor fungierat als
Lewis-Saure; B-H: Lewis-Base

Die Rolle des Nukleophils kénnte einem Cystein- (wie bei der D-Carbamoylase) oder auch einem
Serinrest zukommen. Bei einem Alignment von L-Carbamoylasen sind keine konservierten Cysteine,
wohl aber zwei Serine zu erkennen. Bei der L-Carbamoylase aus A. crystallopoietes kame die Rolle des
Nukleophils demnach mdoglicherweise dem Serin 84 oder 387 zu (siehe Abbildung 40).

Fur einen Serinrest als Nukleophil spricht auch die Beobachtung von Grifantini et al. (1996), dass eine
D-Carbamoylase-Mutante aus Agrobacterium, bei der das katalytisch aktive Cystein durch ein Serin
ersetzt wurde, noch Restaktivitat aufweist.

Die Funktion des Elektronenakzeptors kdnnte mdglicherweise auch durch ein Metallion Ubernommen
werden. Bisher sind bei den L-Carbamoylasen aus Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus brevis AJ-12299,

Bacillus stearothermophilus NS1122A, Pseudomonas putida 1FO12996 und Pseudomonas sp. NS 671



108

2+ oder Ni** beschrieben worden (siehe

(Hyper-)aktivierungen durch Kationen wie Mn?*, Co**, Fe
Abschnitt 1-2.3). Allerdings gibt es noch keinen eindeutigen Beweis fur das Vorhandensein eines
katalytisch aktiven Metallions; diese Funktion kénnte auch von einem anderen Aminosaurerest mit
positiver Ladung tibernommen werden (z.B. Lysin).

Die Reaktionsmechanismen, die den beiden Carbamoylasen zu Grunde liegen sind somit
unterschiedlicher Natur. Diee bestéatigen sich auch in den Verwandschaftsbeziehungen,
die in dem Dendrogramm in Abbildung 46 veranschaulicht sind. Man erkennt darin, dass die in dieser
Arbeit untersuchten D- und L-Carbamoylasen unterschiedlichen Enzymfamilien zuzuordnen sind, wie

bereits zu Beginn des Abschnittes 9 angesprochen wurde.

Allantoicase S. cerevisiae

— ———  L-Carbamoyl-Cystein-Amidohydrolase Pseudomonas

L-Carbamoylase A. aurescens

Allantoicase B. subtilis

L-Carbamoylase B. stearothermophilus

L-Carbamoylase Pseudomonas

B-Alaninsynthetase Rattus norvegicus
B-Alaninsynthetase Homo sapiens

Amidase Heliobacter

Amidase Brevibacterium

Amidase B. stearothermophilus

D-Carbamoylase A. crystallopoietes

D-Carbamoylase Agrobacterium sp. IP 1-671

D-Carbamyolase Pseudomonas

Abbildung 46: Dendrogramm unteschiedlicher D- und L-Carbamoylasen, Nitrilasen,
B-Alaninsynthetasen, Allantoicasen, Amidasen und L-Carbamoyl-Cystein-Amidohydrolase
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9.3 Einfluss der ubrigen Positionen

Die untersuchten D- und L-Carbamoylasen akzeptieren beide Variationen des Restes in der 5'-Position,
aber keine Veranderungen an der a-Carboxylatgruppe. Dieses fuhrt sowohl bei der D- als auch bei der

L-Carbamoylase zum Verlust der Aktivitat.

Ha AT

Thr A1 T AZ11

Abbildung 47: Stereo-Bild (ball and stick-Darstellung) des aktiven Zentrums der
D-Carbamoylase aus Agrobacterium sp. KNK671; das D-Carbamoyl-Phenylalanin wurde
modelliert (Nakai et al., 2000)

Der mit der Derivatisierung der Carboxylatgruppe einhergehende Aktivitatverlust zeigt, dass die
negative Ladung des Carboxylatanions essentiell fir die Umsetzung des Substrates ist. Nakai et al.
(2000) zeigten, dass sich in der unmittelbaren Nachbarschaft der Carboxylatgruppe des Phenylalanins
zwei Argininreste Argl74 und Argl75 befinden; diese kdnnen mit den positiv geladenen
Guanidinogruppen in Wechselwirkung mit der Carboxylatgruppe des Substrates treten. Bei einem
Verlust des Carboxylations kann das Substrat nicht mehr korrekt ausgerichtet werden und die Aktivitat
geht verloren.

Interessanterweise erkennt man in einem Alignment der untersuchten D- und L-Carbamoylasen, dass
an Stelle der beiden Arginine bei den L-Carbamoylasen ebenfalls zwei Arginine oder ein Arginin und
ein Lysin konserviert vorliegen. Die Funktion dieser beiden Aminosdurereste kdnnte somit eine
ahnliche sein wie die der Arginine der D-Carbamoylasen.

Durch die Mdglichkeit, auch disubstituierte A-Carbamoyl-Aminoséauren mit der D-Carbamoylase aus
Agrobacterium sp. IP 1-671 umsetzen zu koénnen, erdffnet sich die Mdoglichkeit, das
Hydantoinaseverfahren auch zur Herstellung von a,a-disubstituierten Aminosauren anzuwenden. Die
Umsetzung ist allerdings unspezifisch und wéare auch nur denkbar, wenn es gelange, mit D-
Hydantoinasen die entsprechenden 5',5'-disubstituierten Hydantoinderivate spezifisch und mit
ausreichender Aktivitdt umzusetzen. Die «,0-disubstituierten Aminoséauren, wie beispielsweie 2-

Aminoisobuttersaure (2-Methylalanin) sind interessante pharmazeutisch aktive Substanzen, die zum
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Beispiel als Inhibitor von Enzymen wirken koénnen, welche die entsprechende a-Aminosaure
metabolisieren. Diese Aminosauren werden daher auch zur gezielten Modifikation der Sequenz von
Peptidhormonen eingesetzt. Dadurch kénnen Wirkstoffe resistenter gegen enzymatischen Abau
werden oder es kdnnte eine bevorzugte Konformation des Peptidriickgrates stabilisiert werden, da
a,0-disubstituierten Aminosauren laut Literatur unter anderem die Bildung von -Turns oder Helices

induzieren kénnen (Heimgartner, 1991).

9.4 Herstellung von enantiomerenreinen a-Hydroxy-Carbonsauren

In den Arbeiten von Waniek (2000) konnte gezeigt werden, dass sich 5-Benzyl-1,3-oxazolidin-2,4-dion
(BOD) mit Hydantoinasen umsetzen laRt. Die entstehende D-Carbamoyl-Phenylmilchsaure wird von
der D-Carbamoylase aus Agrobacterium als Substat akzeptiert (siehe V-8), sodass auf diese Weise die
enantioselektive Herstellung von a-Hydroxy-Carbonsauren mit dem Hydantoinaseverfahren maglich ist
(Patent in Vorbereitung). Der Vorteil gegeniber bisherigen Herstellungsverfahren dieser Stoffklasse ist
der mogliche Vollumsatz des racemischen Substratgemisches zu 100 % optisch aktivem Produkt, der
auch das Hydantoinaseverfahren auszeichnet. Fur die Etablierung eines solchen Verfahrens ist jedoch
noch ein groBes Mal} an Optimierungsarbeiten zur Erhdhung der spezifischen Aktivitdten notwendig,

da sich diese bisher noch in einem unzureichenden Rahmen fiir eine industrielle Applikation befinden.
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V Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen die fur die D-Carbamoylase, D-Hydantoinase und
L-Carbamoylase codierende Strukturelemente innerhalb des #Ayu-Genclusters aus Arthrobacter
crystallopoietes DSM 20117 vollstandig aufzuklaren.

Nachdem die D-Carbamoylase in rekombinanter Form in Escherichia coli expremiert und
charakterisiert wurde, konnten weiterfuhrende Arbeiten darin bestehen, sowohl die
Temperatustabilitat als auch das Temperaturopmtimum dieses Enzyms zu erhdhen. Diese
Limitierungen kdnnten Uber das Verfahren der gerichteten Evolution behoben werden, das bereits fur

eine Vielzahl industrierelevanter Enzyme erfolgreich angewendet werden konnte (Arnold et al., 2001).

Da die D-Hydantoinase bisher nur mit einer sehr geringen spezifischen Aktivitdt expremiert werden
konnte, bietet auch dieses Enzym eine Reihe von experimentellen Ansatzpunkten fir
Optimierungsarbeiten. Beispielsweise konnte untersucht werden, ob durch Supplementation von
zweiwertigen lonen wie Zn?*, Mn®" oder Co®* in das Kultivierungsmedium oder zum Assay die Aktivitat
des Enzyms gesteigert werden kann.

Mit den aktiven Enzymen des hyu-Genclusters aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 oder auch
in Kombination mit anderen homologen Enzymen, kdnnte ein Ganzzellkatalysator konstruiert werden,
wie er bereits in den Arbeiten von Wilms beschrieben wurde (Wilms, 2000).

Weiterhin wéare auch die Expression und Charakterisierung der L-Carbamoylase von groem Interesse.
Nach der Bestimmung der Enantioselektivitdt des Substratspektrums und dem direkten Vergleich mit
dem der D-Carbamoylase kénnten eventuell auch Hinweise auf die Funktion dieser Enzyme im bisher

noch nicht beschriebenen physiologischen Stoffwechsel des Organismus gewonnen werden.
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2 DNA-Sequenz des hyu-Genclusters aus A. crystallopoietes DSM 20117

orfl

hyU C, 9

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

GAGCTCTCAG

TCGCAGTCCGA

TGATTTCCTG

GGTGGACGGT

TAGCTCCTCGA

ACATCTGCECG

GCAGCTGGAC

ATGCCGAGAT

AGCAATAATT

TCACCCGACA

GITCAGIGAG

CACAGGTAGG

GACAGAGTCG

AACCCTTTCG

GCGCCGCATG

CTGGAATTGG

GGACAAAGAT

AGACGATTCG

CGGATAGTCC

CTGCGGGATT

CGATATTGCG

TCCGGECCACC

GCGCCGCAGA

AACACTCCTT

GGCTGGCCAA

AACTTCCCAC

GGECCGICTTT

GCAAGCAACG

ACCTAACCGC

GGCGGCECATC

ATGITCAGAC

TTCGGEGAGEC

AGCGATATCG

ATAGGTCCCG

ACGTCGCACT

GGTTGECTAC

AACGACATAG

AAATTTCCAA

GCATCTGCCG

GTCCCCCTGA

CAACCATTGC

GICGCCCTTG

CACGAGGT TG

GAGCCAGAAG

CCTCGATACG

CTCATTGAGG

TGATCGAGGG

CAGGGTTCCA

GATTCCTTAC

TGCTCCTGCT

CCATACCTCG

CGGEGTACCCG

TCCTCACTCG

GGGCAGGCCT

TCTTGCCATG

AACTCACTCC

————»
CTGAACACCT GAACGTTTTC

TTGGCCGTGA

CCGGTCCACA

TGTAGCGAAA

CAGACTTACC

CGCTAAAGTT

ATCCTCGCTAT

GCCCCTGITG

TCGAACAGGC

AGATGATTAA

TCATTGTGGEC

GCACCGCACC

TGACCCTTTT

GITGICCAGA

TCCCCTCTCT

GCCAGGGAAT

CCTTGGIGTG

CGTGCECEEC

TGCTTGCCAC

CTAGACCGEC

AAAAATGTTT

GCCATTAAAA

CAAAGGCACT

CAACTCTTGC

GICCTGITCG

GAACCGATGC

CTGIACGGTC

CTCCTCAGCA

CTGCAATCGA

GTGATGGGGA

GITCGTTACC

AACAAGCATC

GITGGECCAC

GTCCTAGCCA

CGCACTCCCA

TTGCAATGCC

TCACTTTTAG

CTCTATGGAA

ACAATTGACG

GCATTTCTAC

AGGTCGAATC

GATAGATTAT

TTGCAGATAT

TGAACCTTTT

GITGATCCCG

CATTTGACGG

CTGGACAAGG

ACTGTATTTA

GCCCTGCTTA

TAAGGCAGAG

CGTTCCTGRA

TGGTCGAAGA

ATTCAAGCGCG

GCGGEGECECTCG

AAGATGTGCA

TACCGATGAC

TTTGGAAATA

TCGTCGGGAT

ATTGCCCGGA

CGGCACAGTA

CCGCCAAGCC

CATCGICGCTG

GGCTCCCATA

CGGATACTGT

CGAGCECEEC

GCCCGTTTCG

ATGGAATCGT

TGGCGTCCTG

GGCCCACTCG

AGGTAGCCCA

ACGGATTAAG

GAATCCGGAA

GCGICCTCAA

CCGGECCCCTT

ATGGICATTG

ACTTCTTCGG

GGAAGAGECG

AACCCGTTCG

GCCTTACCTG

TCTCGGAACC

AGCECCCTTG

CGGECAGICT

GACGGTGAAG

GACCTGGAGC

GTGI'GAGCCC

GGAGGCCAAG

CGITTGGGECG

ATGCGATGCA

GICCTTCGGC

CTGGACCCCT

CGCGTGCCGT

CAGCGCGCAAG

CACCCGGTGC

GGGECCACCTG

GCACGCCTAC

CTCGAACTGC

ACATTGAACA

AAGTTCAACG

CTGGATCAGA

CAGGATGCAA

TATCGGCGTC

GTCTCGGCCA

CCGCCGGAAT

CAAGCGCECTG

GTAGGCCGGT

ACATGGGECCA

ATACGACCAT

GCEEECEECG

CCCGCGATGAA

GAGCAGAAAA

GACGCCECTGC

TTGCTGCTGC

TTCTTCCGCC

CTGGECCCTTC

ATGAGITCGC

CTGIGGAAGT

CCGGAATATG



hyU Cp

hyuH

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

126

CGGTCGCAAC

CACAACCCAT

ATCGACTCCC

TGCAGCTACC

CCAGAATGTT

GIrACCCGECC

GGTCAGAGCT

CCGGGCGGAA

CTACGCTCAA

CCGATTCCGC

CTGGITTGEA

GCTATCGAGA

AAGACCTCGC

GCTGCCEECTG

TCCATGCGCG

CGACGGAGTT

CGECTGCGAG

CTGGACCTCG

AGITGGTCTCT

CGATAATGAA

ATCGCCCACA

CCGATGCCAC

GCTCCAGGAA

ACCATTGCCG

CTGCGICCAC

GATCCTGGGA

CTGICCTGEA

CAGCGGITCC

AAGCGGCGCG

ACCCACGACT

CGGTACACAT

GACGGGAATT

GCCCCCATCG

GCATGATCTT

CATCCCGTCG

ATAGACGCECC

GAAGCCACTG

CCCGGAAGAG

TTTACCCCCA

AAAAAGACAT

AATCAATGEC

TCGAAAAAAG

AAACAGATCT

CGTCCGTICTG

AGGAAACAAA

GICGACGAGT

CCGGAAGAAG

CACGGCCCTG zkﬁiKXZXJST

AGGAAAACAA

ATTGCGGTAC

TTTCAAAGGA

ATTGGCGAAA

AACTTGATGC

TCGCGGTCGC

TCAAGTCGGC

GGTATCGATA

GITCGGAATC

AAGACCCGAA

GTCGrceeec

GCTTGATTGC

CCTCCTGGAA

GAAGCACCTT

CCCAGEECEC

GGAACTCGTG

GICTTTCCCG

AACTCACGCT

GACCACGITC

TTCCCGCGTA

CCTGGITCGA

AGAAGGCGAC

TTCGAGGAAT

ACTTCGATAA

ATCCATGCCC

AATGACGACG

TCGCGECCCCT

TTTCGAACCC

GCCAAAGACC

TTGECGTGEG

CTTCTACCTC

GGATACCCGG

AACTGACCAG

TGATGAGAAG

CGGTACAACA

CATCAATTCT

GGTGAACAAG

CACGGCGACA

TCGICGGCAA

GTACCGCAAG

ATGCATCTGC

CGGEGECCACGEC

CGATAACCGG

GAAGGACTAC

CCAACCAGCA

CCTTGAAAAG

AAATACTTCC

GCGAAGGAGA

TCTCGGATTC

GGIGICTTCG

ACTTCCACGG

CGTGCAGGTC

GGAATGIGTC

TCTGCAACGA

CCGCCGATCG

CCGGAGGTCT

ACCGCTCTTT

GGCCCTCCAG

GGAGCAGAGC

TCGICGTCCT

GGGCTACAAC

ACCCCCGATT

TCGITCCCCG

CTGGCAGGAA

GAGCCTCACG

CGAAGATGTT

CACGCACCTT

CTTTCACTTC

AGGCAGGGEEC

ATACCAGAAC

TCGGTATTTG

TGGCGEECTCC

CGGCAAGTCG

GCCTTCGAAG

ACGGGCACCA

CATGATCGEC

GGATCAGCGG

TCGCCGCGCC

CAGCGGCGAA

ATCCTGGCAA

AAGCAGCCGG

CGAGGGCGAT

GAAGTCGTCG

TTGTGAAACC

AGACATCGAC

ATGGGCAAGC

CCTATAAGEA

AACCGTCTTC

GACTTCCCCG

CCCATCGCECG

CCCCGACGCA

TACGGCATCA

TGCCCGTCCC

GITCAACGTG

AATGACTAAG

TCGCCGAAAG

AGACAGAACG

GAAAGEECGG

AACAGGAAAG

GGCGCCCCAC

ACGGTAACCA

AATGGATCCG

AAACTCCTTG

TTGGCGGCAC

TATTGITTCC

TCGACCGGCA

AAATCCGAGC

CGACGICCTG

ATTGAAAACG

GCAAAGTCGC

CGCTGICGEC

ATGCTGGACG

CCGCGACGCC

GGACACAGTT

GAGCGEETTG

ACTGCGACGG

CAAATACGTC

ATGCCCAEECG

GTATCGACGT

TCACACCCAC

ATCGACTCCC

CCCTCATGGG

GACCACCACC

GCCGATGATT

TTGICAGCGG

AACGATTGCA

GCCGCTACCG

GCGGAACAAC

GACCATCGTC

GATTTCGGAC

AGCAGCTCGC

CGGCAAGAAC

CTGCTGGAAT

CCGCAGACGC

GCACCACAAA

AAGGCGCAGG

GGAAATCCGT



hyuH

hyuP

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

127

CATTGATTAC

GGCTTCCATA

TGIGCGTGAC

GAACCTCTAT

GACAATTTCG

ATTCCCATAT

GCCAGAACTG

ACACAGGACG

GAATCTCCAG

TTTCAAGGTC

TTCATGGECCT

ACCGCGCGAAG

CCTGATGATC

AACGACGECG

AACTGITCGA

CATCCTCAAG

GGAGT CGGCT

CCAGCGGTGC

CAAACTATGC

GI'CCACCCAG

AGAACGGECGA

CGTCATCGAC

AGGATCGCCG

CCGACCTCTA

CGCCCAAGEA

AAAACCGEEC

CCGGGACCCA

CGAGATCGCA

CGCCCECCGG

AATCGCGAAGT

CGAAGCAGTC

AGCCGGGCCA

TCAAGATCTC

CCGGATGGECC

GAGGTGCCGEC

TGTATTTCGT

GCATCTTTCC

ACCCAGEEEG

CCGTCGAGEA

AGTAGCTGCC

GCGCAGATGA

CAGGATGGECC

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

AATCAGCGCC

GAAACGTGCA

CCCACTACCT

GTCGCTGAGC

CGGGACATCT

ACGACCAGCC

GCGATTCGAG

CCGGCCAAAG

CTGTCCTCAC

ACCACCECTG

CGCACACAGG

AACACCAGGA

CCCGTTGTGG

AGAGCCATTA

ACACCGGTGC

GCTCAGCGTC

GICAGTTCCG

ACCACTGECCC

CTTCTGCTTT

GAGGAAAAGC

AGCGGATGGEG

GGCAGATGAC

TTCCGGCAGA

TCCCCAACGG

CGEECCCEEC

GIGGAGCACC

GAATGCTCGT

GATGTATGAG

ACCGGTGTCG

CGGAAGGAAA

AATGACGATC

GAGAAATTCG

TCGAGGTGAC

TGCCGAGAAC

CCGGCCAAGC

AATTCGATAT

GTACCCGAAA

AAGGGAACAA

TTGCACCGEG

CTCCGATGCA

GACATCATCG

TGGICGACCC

CAACGGAACA

ACCCTCATCA

GI'GCCGACAC

CCAAAAACAA

AACATGGACT

ACACCCTGIT

CGAAGCCTTC

AAAATCCGIT

GCTCCATCGA

CCAGGTGITC

TCGCGTGECG

ACCTGATCAG

CGTCAAAGEC

GCACTGCAGC

GACCCCTCAC

GAATATGICG

TGCAGACGTIG

TAAAGGAACG

GCACCCCCGG

CAGGITTCGC

CCGCGECGAA

AACCTCAACA

TTCATCAACC

ATTATTTACC

GGTA&ACACC

GGICAATGGA

CTCAATGICT

GITTCACAGC

AAAAGCCCTC

TCCCCTCTAC

AACAAGGAAC

TGTCCCCCCGA

GICCGCCTCC

GGGACATGEAA

AAACCATCAA

CCTGITCAAC

TGGTGGATGT

CTGCCTGGCA

CAGICTGGGEC

GGCTACACCG

TAGCCATCGG

ACTCTTCGCC

CTGGCEECTEA

TGGGATGGCA

GGTCGTTCTG

GCCTTCTCCA

TCGGCATCAT

CATCCTGTAC

TTCGTCAACA

ACCTCAGCGG

CGTCGCGEGET

CAACGAGTCA

AAGTGCCCTT

CCCCGICTTC

GCCCECeCCT

CCTTCGEEEGT

GTACGGAGCA

AACATCCCGG

CACTGCTCAG

GCCCGTCGTT

GCCATCCCCT

GGTACGGAAT

CCAAACCTAC

CTTCCTTCGG

CAGTCGTCAT

GCTCCTTGCC

ATCAAAATAG

TGCCAGGAGC

CGCCGACCTT

CAGGAGTTGA

GCTTCCTGGEG

CCTTTCAGCA

CTTGGATGRA

TCTGCTTCCT

CGECECTCTCG

CTCATCCAGC

TCCTCGTGCT

CTTGCEECEET

ATGGAAGCAG

TCCGCCGECT

CTCCGACTTC

GCAGGACCAA

CCATCTGGAT

CGCAATGCTC

GCCCTGECCA

TCTGGEGTGCT

CTrcccaEEEce

GAGTGGAGCA

TCGACTTCAC

CTATTCACTA

ACGCGACCTGG

GAAGCECCGG

CGCCCAAACC

ATCACCTTCG

CCTCGGECGAT

CTTCATCATC

GIGGCCTATT

TCGCCGGACC

GTCGCTGAAC

TTCGCCGACT

TCACCCGCAA

TGCCCCTTCT

GAAGCCTCCG

TGAAGAAGCG

AAACGCCCTC

GCCCTCCTGA

TTAACGCCAT

CCCCTTCGEEC



hyuP

5521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

5941

6001

128

ATCATCTCAG TCGTGATTGC

GCTTGCATCC GIGAAAGTCT ACGGAGAGGEC

GATCCATGAT

CCCATCGCCC TGCTCGCAGA

CATCGACAGC ATCACGCCTGC TTCTCATCGC

CATCATCGCC

GTGAGICTGG CCACCGCAGG

CATCAACATC ATTCTGAACT TCGTCTCCCC

GGICTATGAC

CTCATCAACG TATGGCCCAA

GCCCTTTACC TTCCGCAGCG CCGCECGTGCT

CGTCGCCGTA

CTGGCCATCG TCATCACACC

CTGGAACCTG TTCGCGAACC CAGICATCGT

CAACCAGITC

GTCGGAGGCG TAGGCGCTCT

CATGGGACCG CTCTTCGGECG TGATCATGAC

CGATTACTAC

CTGGTCAAGA AGTGCCACAT

TCGGACCGAT GAACTCTTCA ACGCCGAACC

GACCGECCTT

TACTACTACA CCAAGCGATA

TTCACGATCG G

CAATCCCAAG GCTGITTGGT CCCTGCTAGT

GGCAGCCCTT

Abkurzung

Strukturgen

Position, [bp]

orfl

potentielles Repressorprotein

1 bis 552

hyuC;

L-Carbamoylase

945 bis 2201

hyuCp

D-Carbamoylase

2262 bis 3209

hyuH

D-Hydantoinase

3242 bis 4615

hyuP

Permease

4705 bis 6011

Start- und Stopcodons sind kursiv formatiert.
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