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Abkürzungsverzeichnis 

Die	Namen	der	Aminosäuren	wurden	entsprechend	der	Vorschläge	für	Ein-	und	

Dreibuchstabencodierung	 der	 IUPAC-IUB-Kommission	 (“Nomenclature	 and	

Symbolism	for	Amino	Acids	and	Peptides	(Recommendations	HIJK),”	HIJO)	abge-

kürzt.	

	

abs.	 	 	 absolut	

ADC	 	 	 antibody-drug	conjugate	

AEBSF	 	 O-(T-Aminoethyl)benzolsulfonylfluorid	

AK	 	 	 Antikörper	

AmpR		 	 Ampicillin-Resistenz	

BMD	 	 	 buffered	minimal	dextrose	media	

BMM	 	 	 buffered	minimal	methanol	media	

bp	 	 	 Basenpaare	

BSA	 	 	 Bovines	Serumalbumin	

Bz	 	 	 Benzoylgruppe	

cfu	 	 	 colony-forming	unit	

ddHTO	 	 bidestilliertes	Wasser	

DNA	 	 	 Desoxyribonukleinsäure	

dsDNA	 	 doppelsträngige	Desoxyribonukleinsäure	

E.	coli		 	 Escherichia	coli	

EDTA		 	 Ethylendiamintetraessigsäure	

ELISA		 	 enzyme-linked	immunosorbent	assay	

ESI	 	 	 Elektrospray-Ionisation	

Fab	 	 	 fragment	antigen	binding	

FACS	 	 	 fluorescence-activated	cell	sorting	

FAM	 	 	 ^(_)-Carboxyfluorescein	

HEPES	 	 T-(O-(T-Hydroxyethyl)-H-piperazinyl)-ethansulfonsäure	

HerT	 	 	 human	epidermal	growth	factor	receptor	>	

HPLC		 	 high	performance	liquid	chromatography	

HRP	 	 	 Meerrettichperoxidase	
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IEX	 	 	 Ionenaustausch-Chromatografie	

LB	 	 	 lysogeny	broth	

LBLS	 	 	 lysogeny	broth	low	salt	

LC/MS	 	 Flüssigchromatographie	mit	Massenspektrometrie-Kopplung	

MCS	 	 	 multiple	cloning	site	

MES	 	 	 T-(N-Morpholino)ethansulfonsäure	

mRNA	 	 Boten-Ribonukleinsäure	

MTP	 	 	 Mikrotiterplatte	

NMR	 	 	 Kernspinresonanzspektroskopie	

P.	pastoris	 	 Pichia	pastoris	

PDA	 	 	 photodiode	array	

PEG	 	 	 Polyethylenglycol	

PAGE		 	 Polyacrylamid-Gelelektrophorese	

PCR	 	 	 Polymerase-Kettenreaktion	

Pol.	 	 	 Polymerase	

Q-TOF-MS	 	 Flugzeitmassenspektrometrie	mit	Quadrupol-Filter	

SDS	 	 	 Natriumdodecylsulfat	

SEC	 	 	 Größenausschluss-Chromatografie	

sfGFP		 	 superfolder	green	fluorescent	protein	

TetR	 	 	 Tetracyclin-Resistenz	

TFA	 	 	 Trifluoressigsäure	

TRIS	 	 	 T-Amino-T-(hydroxymethyl)propan-H,K-diol	

UPLC		 	 ultra	performance	liquid	chromatography	

UV/VIS	 	 ultraviolett/sichtbar	

YPD	 	 	 yeast	extract	peptone	dextrose	media	

YPDS	 	 	 yeast	extract	peptone	dextrose	sorbitol	media	
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1 Einleitung 

Biokatalysatoren	bzw.	Enzyme	werden	von	der	Menschheit	bereits	seit	Jahrtausen-

den	für	biotechnologische	Herstellungsprozesse	verwendet.	Archäologische	Funde	

belegten,	dass	bereits	vor	ca.	HK.ggg	Jahren	Bier	gebraut	wurde	(L.	Liu	et	al.,	TgHJ),	

womit	diese	Produktion	eines	Lebensmittels	als	die	älteste	nachgewiesene	Anwen-

dung	von	Enzymen	anzusehen	 ist.	Ein	weiteres	Beispiel	 ist	die	Herstellung	von	

Käse,	wofür	ebenfalls	Enzyme	in	Form	von	Lab	verwendet	werden.	In	der	Region	

Kujawien	(Polen)	wurden	mit	ca.	i.^gg	Jahren	die	ältesten	Hinweise	für	die	Käse-

herstellung	gefunden	(Salque	et	al.,	TgHK).	Jedoch	war	den	Menschen	damals	na-

türlich	nicht	bewusst,	 dass	Enzyme	die	 treibende	Kraft	hinter	diesen	Prozessen	

sind.	Erst	im	Jahr	HJi_	wurde	der	Begriff	„Enzym“	durch	den	deutschen	Physiolo-

gen	Wilhelm	Friedrich	Kühne	geprägt.	Dieser	Umstand	ist	auf	seine	Arbeiten	mit	

dem	Verdauungsenzym	Trypsin	 zurückzuführen,	welches	 er	 ebenfalls	 benannte	

(Kühne,	HJi_).	Die	Entdeckung	der	zellfreien	Fermentation	durch	den	deutschen	

Chemiker	Eduard	Buchner	im	Jahre	HJIi	war	ein	bedeutender	wissenschaftlicher	

Meilenstein	auf	dem	Weg	zur	modernen	Enzymologie.	Er	konnte	beweisen,	dass	

Gärungsprozesse	auch	ohne	lebende	Zellen	möglich	sind,	indem	er	Hefezellen	mit	

Sand	zermahlte	und	den	durch	Auspressen	gewonnenen	Saft	mit	Saccharose-Lö-

sung	versetzte.	Die	dabei	entstehende	Gasbildung	führte	er	auf	die	im	Zellsaft	ent-

haltene	„Zymase“	zurück	(Buchner,	HJIi).	Für	diese	Entdeckung	erhielt	Buchner	

HIgi	den	Nobelpreis	für	Chemie.	

Ein	früher	Pionier	der	industriellen	Anwendung	von	Enzymen	war	der	deutsche	

Chemiker	und	Unternehmer	Otto	Röhm.	Die	 traditionelle	Lederherstellung	be-

dingte	den	Einsatz	von	Hundekot	 für	die	Lederbeize,	was	nicht	nur	den	Berufs-

stand	des	Gerbers	in	ein	schlechtes	Licht	rückte,	sondern	auch	zu	inkonsistenten	

Ergebnissen	führte.	Röhm	vermutete,	dass	Verdauungsenzyme	im	Hundekot	für	

die	Beize	verantwortlich	waren	und	schlussfolgerte,	dass	stattdessen	ein	Pankreas-

Extrakt	verwendet	werden	könnte.	Also	testete	er	solche	Extrakte,	welche	haupt-

sächlich	Trypsin	enthalten,	mit	positivem	Ergebnis	und	meldete	seine	Erfindung	

zum	Patent	an	(Röhm,	HIgJ).	Im	Jahr	HIgi	gründete	er	zusammen	mit	dem	Kauf-

mann	Otto	Haas	das	Unternehmen	Röhm	&	Haas,	welches	den	Pankreas-Extrakt	

unter	 dem	 Markennamen	 OROPONâ	 herstellte	 und	 vertrieb.	 Der	 große	
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wirtschaftliche	Erfolg	führte	zur	Gründung	einer	Niederlassung	in	den	USA	und	

zur	Entwicklung	weiterer	Enzym-basierter	Produkte	wie	BURNUSâ,	welches	in	der	

Waschmittelindustrie	Anwendung	fand.	

Heutzutage	werden	Enzyme	für	eine	Vielzahl	von	Herstellungsprozessen	diverser	

Produkte	eingesetzt.	Darunter	fallen	auch	zahlreiche	Produkte,	mit	denen	wir	im	

täglichen	Leben	in	Kontakt	kommen.	Hier	seien	beispielhaft	Industriezweige	wie	

die	Lebensmittel-,	 Futtermittel-,	Textil-/Leder-,	Waschmittel-,	Papier-	und	Bio–

kraftstoff-Industrie	genannt	(Aehle,	Tggi;	Kirk	et	al.,	TggT).	Aber	auch	in	der	che-

mischen	und	pharmazeutischen	Industrie	wird	der	Bedarf	an	effizienten	Biokata-

lysatoren	immer	größer	(Huisman	&	Gray,	TggT;	Tao	et	al.,	TggI).	Der	Grund	hier-

für	liegt	primär	in	den	intrinsischen	Eigenschaften,	welche	Enzyme	mit	sich	brin-

gen.	Aus	diesen	Eigenschaften	erwachsen	die	folgenden	und	wesentlichen	Vorteile,	

welche	bei	der	Anwendung	von	Enzymen	ausgenutzt	werden	sollen:	

H) Chemo-,	Regio-	und	Stereoselektivität,	

T) hohe	Aktivität,	

K) milde	Reaktionsbedingungen,	

O) Ressourcen	schonend,	

^) Umweltverträglichkeit.	

So	ermöglicht	die	Chemo-	und	Regioselektivität	von	Enzymen	die	Synthese	kom-

plexer	Moleküle	ohne	den	Einsatz	von	Schutzgruppen.	Zudem	macht	die	hohe	Ste-

reoselektivität	die	Synthese	enantiomerenreiner	Wirkstoffe	zugänglich,	was	in	der	

pharmazeutischen	 Industrie	 zunehmend	 an	 Bedeutung	 gewinnt	 (Rasor	 &	Voss,	

TggH;	Thomas	et	al.,	TggT).	Die	hohe	Aktivität	der	meisten	Enzyme	macht	diese	

zu	äußerst	effizienten	Katalysatoren	und	erlaubt	so	auch	den	Einsatz	deutlich	ge-

ringerer	 Konzentrationen,	 als	 es	 z.B.	 bei	 chemischen	 Katalysatoren	 üblich	 ist	

(Wolfenden	 &	 Snider,	 TggH).	 Hinsichtlich	 Prozessparametern	 wie	 Temperatur,	

pH-Wert	und	Druck	ermöglichen	Enzyme	außerdem	sehr	milde	Reaktionsbedin-

gungen,	 was	 das	 Auftreten	 unerwünschter	 Nebenreaktionen	 minimieren	 kann	

(Faber,	 TgHJ).	 Angesichts	 des	 drohenden	 bzw.	 bereits	 existenten	Klimawandels	

rückt	 auch	 in	der	 verarbeitenden	 Industrie	die	Einsparung	von	Ressourcen	und	

Energie	 immer	mehr	 in	den	Fokus.	Dieses	Bestreben	 führte	zur	Konzeption	der	

„Grünen	Chemie“	und	zur	Formulierung	von	zwölf	Grundprinzipien	 (Anastas	&	
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Warner,	HIIJ).	Die	Verwendung	von	Biokatalysatoren	adressiert	hierbei	viele	die-

ser	Grundprinzipien.	Durch	die	Chemo-,	Regio-	und	Stereoselektivität	von	Enzy-

men	wird	bei	deren	Verwendung	die	notwendige	Anzahl	an	Syntheseschritten	in	

einem	Herstellungsprozess	häufig	reduziert.	Zudem	sind	aufgrund	der	milden	Re-

aktionsbedingungen	geringere	Temperaturen	und	Drücke	ausreichend,	während	

zusätzlich	der	Einsatz	organischer	Lösungsmittel	reduziert	wird.	Nicht	zuletzt	sind	

Enzyme	im	Vergleich	zu	chemischen	Katalysatoren	in	der	Regel	nicht	toxisch	und	

leicht	biologisch	abbaubar.	Alle	diese	Faktoren	erhöhen	die	Energie-	bzw.	Ressour-

ceneffizienz	und	führen	zu	nachhaltigeren	Produktionen	(Rosenthal	&	Lütz,	TgHJ;	

Woodley,	TggJ).	

Aus	den	oben	genannten	Vorteilen,	welche	Enzyme	mit	sich	bringen,	ergeben	sich	

aber	gleichzeitig	auch	Limitierungen	 im	Hinblick	auf	die	Anwendung	 innerhalb	

industrieller	Prozesse.	Die	hohe	Selektivität	nativer	Enzyme	erlaubt	nur	die	Ver-

wendung	der	natürlichen	Substrate	bzw.	strukturell	verwandter	Moleküle.	Dieser	

Umstand	wiederrum	beschränkt	auch	die	erreichbaren	Aktivitäten	bzw.	Ausbeu-

ten	beim	Einsatz	nicht	natürlicher	Substrate.	Zudem	sind	Enzyme	in	der	Regel	me-

tastabil	bzw.	empfindlich	gegenüber	hohen	Temperaturen,	extremen	pH-Werten,	

organischen	Lösungsmitteln	und	Metallionen	(Buchholz	et	al.,	TgHT;	Victorino	da	

Silva	Amatto	et	al.,	TgTH).	Hier	bedarf	es	also	der	Optimierung,	um	sie	als	effiziente	

Biokatalysatoren	 für	 großtechnische	Herstellungsprozesse	 einsetzen	zu	können.	

Das	Enzym-Engineering	ist	anhand	moderner	Methoden	in	der	Lage,	solche	Opti-

mierungen	 zu	 leisten.	 Dieses	 Methodenspektrum	 soll	 im	 Folgenden	 näher	 be-

leuchtet	werden.	

1.1 Enzym-Engineering 

Die	Grundlage	für	das	moderne	Enzym-Engineering	wurde	durch	zwei	wesentliche	

Meilensteine	gelegt,	welche	die	industrielle	Anwendbarkeit	von	Enzymen	auf	eine	

neue	Ebene	brachten	(Vogel	&	May,	TgHI).	Dies	war	zum	einen	die	Entwicklung	

der	rekombinanten	DNA-Technologie,	wofür	Paul	Berg	im	Jahre	HIJg	den	Nobel-

preis	 für	 Chemie	 erhielt	 (Berg	 &	Mertz,	 TgHg).	 Zum	 anderen	 die	 Arbeiten	 von	

Frances	H.	Arnold	zur	gerichteten	Evolution	von	Enzymen,	wofür	sie	TgHJ	eben-

falls	 den	 Nobelpreis	 für	 Chemie	 erhielt	 (Arnold,	 TgHJ).	 Basierend	 auf	 diesen	
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Errungenschaften	 und	 dem	 steigenden	 Bedarf	 an	 optimierten	 Biokatalysatoren	

wurden	in	der	Folge	zahlreiche	Technologien	für	ein	effizientes	Enzym-Enginee-

ring	entwickelt.	

Zwei	wesentliche	Konzepte	haben	sich	als	die	klassischen	Strategien	im	Enzym-

Engineering	 herauskristallisiert:	 Das	 rationale	 Enzymdesign	 und	 die	 gerichtete	

Evolution.	Welcher	dieser	beiden	Strategien	für	die	Optimierung	eines	Enzyms	am	

geeignetsten	ist,	hängt	von	den	jeweiligen	Ausgangsbedingungen	ab.	Um	ein	rati-

onales	Enzymdesign	erfolgreich	durchführen	zu	können,	sind	Informationen	zur	

Proteinstruktur,	dem	Katalysemechanismus	 sowie	die	Lokalisierung	des	 aktiven	

Zentrums	eines	Enzyms	unabdingbar,	da	hier	basierend	auf	diesen	Daten	gezielt	

Aminosäurepositionen	 für	eine	Mutagenese	ausgewählt	werden,	welche	Einfluss	

auf	den	gewünschten	Effekt	haben	könnten	(Böttcher	&	Bornscheuer,	TgHJ).	Für	

eine	Optimierung	mittels	gerichteter	Evolution	hingegen,	sind	diese	Informatio-

nen	nicht	notwendig,	da	die	Mutagenese	ausschließlich	zufallsbasiert	erfolgt.	Je-

doch	ist	der	Erfolg	hier	stark	von	einer	geeigneten	Mutagenesemethode	abhängig.	

Zudem	sind	angesichts	der	häufig	großen	Mutantenbibliotheken,	welche	durch	die	

Zufallsmutagenese	generiert	werden,	effiziente	Hochdurchsatz-Systeme	für	Selek-

tion	und	Screening	notwendig,	um	optimierte	Varianten	identifizieren	zu	können	

(Buchholz	 et	 al.,	 TgHT).	 Diese	 klassischen	 Konzepte	werden	 zudem	 durch	 eine	

Kombination	beider	ergänzt,	welche	als	semi-rationales	Enzymdesign	bezeichnet	

wird.	Dieser	Ansatz	soll	die	Vorteile	des	rationalen	Designs	und	der	gerichteten	

Evolution	vereinen,	indem	auf	Basis	von	Strukturdaten	gezielt	Aminosäurepositi-

onen	ausgewählt	und	anschließend	mittels	Zufallsmutagenese	randomisiert	wer-

den.	So	können	kleinere	Bibliotheken	von	höherer	Qualität	generiert	werden,	was	

wiederrum	den	Anteil	nicht	 funktionaler	bzw.	 inaktiver	Enzymvarianten	verrin-

gert.	Dadurch	werden	auch	die	Anforderungen	an	die	für	Selektion	und	Screening	

verwendeten	Methoden	reduziert,	da	ein	geringerer	Durchsatz	ausreichend	ist,	um	

optimierte	Varianten	zu	identifizieren	(Chica	et	al.,	Tgg^;	Lutz,	TgHg).	Die	folgen-

den	Kapitel	sollen	eine	Übersicht	der	im	Bibliotheksdesign,	Screening	und	Selek-

tion	häufig	verwendeten	Methoden	geben.	
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1.2 Methodenspektrum im Bibliotheksdesign 

Eine	der	ältesten	Methoden	zur	randomisierten	Mutagenese,	welche	auch	im	Rah-

men	 zahlreicher	 Optimierungen	 von	 Enzymen	 eingesetzt	 wurde,	 ist	 die	 error-

prone-PCR	(Cadwell	&	Joyce,	HIIT;	Leung,	HIJI).	Anhand	dieser	Methode	werden	

mittels	PCR	zufällige	Punktmutationen	in	das	amplifizierte	Gen	eingeführt.	Dem-

entsprechend	sind	keine	Strukturdaten	des	betreffenden	Proteins	notwendig	und	

die	Methode	wird	der	gerichteten	Evolution	zugeordnet	(McCullum	et	al.,	TgHg).	

Das	Funktionsprinzip	der	error-prone-PCR	basiert	auf	der	natürlichen	Fehlerrate	

der	 verwendeten	DNA-Polymerase.	Hier	 kommt	 häufig	 die	Taq-Polymerase	 aus	

Thermus	aquaticus	zum	Einsatz,	da	sie	eine	vergleichsweise	hohe	Fehlerrate	be-

sitzt	(Keohavong	&	Thilly,	HIJI).	Diese	kann	durch	verschiedene	Parameter	wie	

erhöhte	MgClT-Konzentrationen	(Ling	et	al.,	HIIH),	die	Zugabe	von	MnClT	(Lin-

Goerke	et	al.,	HIIi)	oder	nicht	äquimolare	Konzentrationen	der	Nukleotide	ge-

steigert	werden	(Fromant	et	al.,	HII^).	Dem	Anwender	dieser	Methode	sollten	je-

doch	auch	die	Limitierungen	bewusst	sein.	Aufgrund	der	statistischen	Gleichver-

teilung	bei	der	Mutagenese	mittels	error-prone-PCR	kommt	es	mit	 einer	hohen	

Wahrscheinlichkeit	nur	zum	Austausch	einer	Base	innerhalb	eines	Basentripletts.	

Dadurch	können	neun	verschiedene	Codone	entstehen,	welche	aufgrund	der	Re-

dundanz	des	genetischen	Codes	nur	für	vier	bis	sieben	verschiedene	Aminosäuren	

codieren.	Zudem	treten	bei	bestimmten	Codonen	(z.B.	CGA	(Arginin))	mit	höherer	

Wahrscheinlichkeit	stille	Mutationen	auf	(Eggert	et	al.,	TggO).	Diese	Faktoren	füh-

ren	letztendlich	zu	einer	geringeren	Diversität	der	Bibliothek	auf	Protein-Ebene,	

was	bei	der	Auswertung	der	generierten	Daten	berücksichtigt	werden	sollte.	

Wenn	Strukturdaten	zu	dem	betreffenden	Protein	vorhanden	sind	bzw.	bestimmte	

Aminosäurepositionen	 randomisiert	werden	 sollen,	bietet	 sich	 eine	 (ortsspezifi-

sche)	Sättigungsmutagenese	an.	Sollen	z.B.	Parameter	wie	die	Aktivität,	Spezifität	

oder	Stereoselektivität	optimiert	werden,	ist	es	häufig	von	Vorteil,	Aminosäurepo-

sitionen	 auszuwählen,	welche	 sich	 im	 aktiven	 Zentrum	befinden	 bzw.	mit	 dem	

Substrat	interagieren	(Siloto	&	Weselake,	TgHT).	Im	Gegensatz	dazu	kann	es	sich	

für	 die	Optimierung	 der	 Stabilität	 positiv	 auswirken,	 wenn	 Positionen	 gewählt	

werden,	welche	vom	aktiven	Zentrum	weiter	entfernt	sind	(Morley	&	Kazlauskas,	

Tgg^).	 Die	 Randomisierung	 erfolgt	 bei	 der	 Sättigungsmutagenese	 ebenfalls	
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anhand	von	PCR-basierten	Methoden	wie	QuikChange	(Hogrefe	et	al.,	TggT),	Me-

gaprimer-Mutagenese	 (Miyazaki	&	 Takenouchi,	 TggT;	 Sarkar	&	 Sommer,	 HIIg)	

oder	overlap-extension-PCR	(Ho	et	al.,	HIJI).	Dabei	werden	degenerierte	Primer	

eingesetzt,	welche	an	den	zu	randomisierenden	Codonen	z.B.	ein	NNN-Motiv	(N:	

A/C/G/T)	enthalten.	So	können	alle	_O	Basen-Tripletts	des	genetischen	Codes	an	

den	 randomisierten	Positionen	auftreten,	was	 jedoch	auch	einige	Nachteile	mit	

sich	bringt.	Zum	einen	erzeugt	die	Redundanz	des	genetischen	Codes	ein	gehäuf-

tes	Auftreten	bestimmter	Aminosäuren	(z.B.	Serin	mit	sechs	Codonen),	während	

andere	Aminosäuren	unterrepräsentiert	sind	(z.B.	Tryptophan	mit	einem	Codon).	

Zum	anderen	können	auch	die	drei	Stoppcodone	auftreten,	was	die	Funktionalität	

der	 Bibliothek	 auf	 Protein-Ebene	 einschränkt	 (Labrou,	 TggI;	 Patrick	 &	 Firth,	

Tgg^).	Nicht	zuletzt	erhöhen	_O	mögliche	Codone	je	Randomisierungsposition	die	

Diversität	der	Bibliothek	erheblich,	was	wiederrum	den	Aufwand	im	Rahmen	eines	

Screenings	oder	Selektion	erhöht	(Reetz	et	al.,	TggJ).	Durch	die	Verwendung	al-

ternativer	Motive	wie	NNK	oder	NNS	(N:	A/C/G/T;	K:	G/T;	S:	G/C)	werden	diese	

Nachteile	adressiert,	indem	die	relativen	Häufigkeiten	der	verschiedenen	Amino-

säuren	annähernd	nivelliert,	die	Häufigkeit	von	Stoppcodonen	verringert	und	die	

Diversität	reduziert	wird	(Patrick	&	Firth,	Tgg^).	Die	Qualität	der	Bibliothek	kann	

durch	den	Einsatz	von	Nukleosid-Trimer-Phosphoramiditen	für	die	Synthese	der	

degenerierten	Primer	noch	weiter	gesteigert	werden.	Anhand	dieser	Methode	lässt	

sich	gezielt	steuern,	welche	Codone	an	den	Randomisierungspositionen	enthalten	

sein	sollen	und	in	welchen	molaren	Verhältnissen	sie	vorliegen.	So	können	Tg	Co-

done	für	die	Tg	kanonischen	Aminosäuren	im	äquimolaren	Verhältnis	eingesetzt	

werden,	 was	 die	 genannten	 Nachteile	 der	 NNN-	 oder	 NNK-Motive	 umgeht	

(Kayushin	et	al.,	HII_;	Ono	et	al.,	HII^).	

Mit	der	iterativen	Sättigungsmutagenese	wurde	eine	Strategie	entwickelt,	anhand	

derer	 systematisch	 Aminosäurepositionen	 randomisiert	 werden,	 um	 eine	 be-

stimmte	Eigenschaft	eines	Enzyms	zu	optimieren.	Dazu	werden	zunächst	mithilfe	

von	Struktur-	und	Literaturdaten	Positionen	ausgewählt,	welche	mit	hoher	Wahr-

scheinlichkeit	einen	Einfluss	auf	den	gewünschten	Effekt	haben.	Diese	werden	an-

schließend	in	Bereiche	aus	ein	bis	drei	(oder	mehr)	Aminosäuren	gruppiert.	Erhält	

man	 z.B.	 vier	 Bereiche	 A,	 B,	 C	 und	 D,	 werden	 diese	 anhand	 einer	
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Sättigungsmutagenese	einzeln	randomisiert,	wodurch	vier	unterschiedliche	Bibli-

otheken	generiert	werden.	Daraufhin	werden	die	besten	Enzymvarianten	aus	die-

sen	Bibliotheken	mittels	 Selektion	bzw.	 Screening	 identifiziert.	Die	Gene	dieser	

Varianten	dienen	nun	als	Template	für	eine	weitere	Sättigungsmutagenese	unter	

Verwendung	der	jeweils	anderen	Bereiche	(z.B.	werden	bei	der	Variante	aus	Bibli-

othek	A	die	Bereiche	B,	C	und	D	randomisiert),	wobei	auch	hier	die	Randomisie-

rung	 der	 Bereiche	 einzeln	 erfolgt,	 was	 zu	 insgesamt	 zwölf	 neuen	 Bibliotheken	

führt.	Dieser	 Prozess	 aus	 iterativen	 Zyklen	wird	 so	 lang	 fortgesetzt,	 bis	 das	 ge-

wünschte	Ziel	erreicht	ist	(Reetz	&	Carballeira,	Tggi).	Die	hohe	Effizienz	der	ite-

rativen	Sättigungsmutagenese	spiegelt	sich	in	einer	Vielzahl	von	Enzymen	wieder,	

welche	anhand	dieser	Methode	optimiert	bzw.	modifiziert	wurden	(Reetz,	TgHH).	

Ursächlich	hierfür	ist	zum	einen	der	verringerte	Screening-Aufwand,	da	durch	die	

Gruppierung	in	randomisierte	Bereiche	die	Diversität	jeder	generierten	Bibliothek	

klein	gehalten	wird.	Dadurch	wird	gleichzeitig	die	Wahrscheinlichkeit	erhöht,	je	

Bereich	die	Mutationen	mit	dem	größten	positiven	Effekt	 identifizieren	zu	kön-

nen.	 Trotzdem	werden	 anhand	 der	 iterativen	 Zyklen	 synergistische	 Effekte	 von	

Mutationen	in	verschiedenen	Bereichen	nicht	ausgeschlossen	(Reetz	et	al.,	TgHg).		

Zwei	Varianten	der	iterativen	Sättigungsmutagenese	sind	die	CAST	(combinatorial	

active-site	 saturation	 test)-	 und	 die	 B-FIT-Methode.	 Erstere	 wird	 angewendet,	

wenn	z.B.	die	Stereoselektivität,	die	Spezifität	oder	die	Aktivität	eines	Enzyms	ver-

ändert	werden	soll,	während	die	B-FIT-Methode	zum	Einsatz	kommt,	wenn	die	

Stabilität	gegenüber	Faktoren	wie	Temperatur	oder	organischen	Lösungsmitteln	

optimiert	werden	soll	(Parra	et	al.,	TgHK).	Der	wesentliche	Unterschied	zwischen	

diesen	Methoden	liegt	in	der	Auswahl	der	zu	randomisierenden	Aminosäureposi-

tionen.	Bei	der	CAST-Methode	werden	ausschließlich	Positionen	ausgewählt,	de-

ren	Aminosäureseitenketten	in	oder	nahe	der	Substratbindetasche	liegen	(Reetz,	

Wang,	et	al.,	Tgg_).	Im	Gegensatz	dazu	werden	bei	der	B-FIT-Methode	Positionen	

mit	einem	hohen	B-Faktor	identifiziert	und	randomisiert	(Reetz,	Carballeira,	et	al.,	

Tgg_;	Sun	et	al.,	TgHI).	Dieser	B-Faktor	wird	mittels	hochauflösender	Röntgen-

kristallografie	bestimmt	und	repräsentiert	die	Streuung	der	atomaren	Elektronen-

dichte	aufgrund	von	thermischer	Bewegung,	wodurch	dieser	Wert	mit	der	Flexibi-

lität	von	Aminosäuren	korreliert	(Parthasarathy	&	Murthy,	Tggg).	
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Die	Auswahl	der	Randomisierungspositionen	im	Bibliotheksdesign	stellt	insbeson-

dere	bei	der	Sättigungsmutagenese	einen	kritischen	Erfolgsfaktor	dar.	Um	den	An-

wender	bei	dieser	Auswahl	zu	unterstützen	und	die	Erfolgschancen	eines	Enzym-

Engineerings	zu	erhöhen,	wurde	eine	Vielzahl	computergestützter	Methoden	ent-

wickelt.	In	Tabelle	H	sind	prominente	Vertreter	dieser	Methoden	aufgelistet.	

Tabelle	':	Auswahl	computergestützter	Methoden	im	Enzym-Engineering	

Name	(Quelle)	 Input	 Output	 Datenbanken/Algo-
rithmen	

HotSpot	
Wizard	
(Pavelka	et	al.,	
TggI;	
Sumbalova	et	
al.,	TgHJ)	

PDB-ID	
bzw.	-Datei,	
Sequenz	

Hotspots	für	Engineering	hin-
sichtlich	Spezifität,	Aktivität,	
Enantioselektivität	und	Stabili-
tät	

PDB,	UniProt,	
PDBSWS,	Catalytic	
Site	Atlas,	NCBI	

CASTp	
(Dundas	et	al.,	
Tgg_)	

PDB-ID	

Bindetaschen	und	Leerräume	
in	Proteinen	sowie	funktionelle	
Aminosäuren	mit	biologischer.	
Relevanz	

PDB,	Swiss-Prot,	
OMIM	

KDM	(Kuipers	
et	al.,	TgHg)	

UniProt-ID	
(o.ä.)	

Hotspots	für	Engineering	hin-
sichtlich	Spezifität,	Aktivität	
und	Stabilität	

PDB,	Swiss-Prot,	
GenBank,	PubMed,	
Mutations-Daten-
banken	

ConSurf	
(Ashkenazy	et	
al.,	TgHg)	

PDB-ID	
bzw.	-Datei,	
Sequenz	

konservierte	Aminosäureposi-
tionen	in	Proteinen	

Swiss-Prot,	
UniProt,	NCBI	

IPRO	
(Pantazes	et	
al.,	TgH^)	

CHARMM/
PDB-Datei	

Mutationen	zur	Veränderung	
der	Affinität,	Spezifität	oder	
Aktivität	von	Proteinen	bzw.	
Enzymen	für	beliebige	Ligan-
den	

Algorithmen	zur	
Lösung	gemischt-
ganzzahliger	Pro-
gramme	und	Ener-
gieminimierung	

CUPSAT	
(Parthiban	et	
al.,	Tgg_)	

PDB-ID	
bzw.	-Datei	

Änderung	der	Proteinstabilität	
durch	Punktmutationen	

Nutzt	Atom-	und	
Torsionswinkelpo-
tentiale	

CAVER	
(Chovancova	et	
al.,	TgHT)	

PDB-ID	
bzw.	-Datei	

Tunnel	und	Kanäle	in	Protein-
strukturen	sowie	die	assoziier-
ten	Aminosäurepositionen	

Algorithmen	basie-
rend	auf	Voronoi-
Diagrammen	

FoldX	(Buß	et	
al.,	TgHJ;	
Guerois	et	al.,	
TggT)	

PDB-Datei	 Änderung	der	Proteinstabilität	
durch	Punktmutationen	

Empirischer	Kraft-
feldalgorithmus	ba-
sierend	auf	DG-
Werten	
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Welche	dieser	computergestützten	Methoden	sich	für	die	jeweilige	Enzym-Opti-

mierung	eignet,	ist	abhängig	davon,	welcher	Parameter	(z.B.	Aktivität,	Enantiose-

lektivität	oder	Stabilität)	verbessert	werden	soll	und	welche	Faktoren	den	jeweili-

gen	 Parameter	 beeinflussen.	 Diese	 Faktoren	 sind	 wiederrum	 durch	 die	 spezifi-

schen	Eigenschaften	eines	Enzyms,	wie	z.B.	der	Proteinstruktur	oder	dem	kataly-

sierten	Reaktionsmechanismus,	vorbestimmt.	Soll	exemplarisch	die	Spezifität	ei-

nes	 Enzyms	 verändert	werden	 und	 in	 der	 Proteinstruktur	 liegt	 ein	 Tunnel	 vor,	

durch	 welchen	 das	 Substrat	 in	 das	 aktive	 Zentrum	 gelangt,	 bietet	 sich	 CAVER	

(siehe	Tabelle	H)	als	computergestützte	Methode	an.	So	können	Informationen	ge-

neriert	werden,	wie	 die	 Zugänglichkeit	 für	 verschiedene	 Substrate	 durch	Muta-

genesen	reguliert	werden	kann.	Dahingegen	bieten	sich	Methoden	wie	HotSpot	

Wizard	oder	IPRO	an,	um	Aminosäurepositionen	im	Bindungstaschen-Bereich	zu	

identifizieren,	deren	Mutagenese	die	Affinität	für	ein	Substrat	modulieren	kann.	

Durch	den	stetig	steigenden	Bedarf	für	neue	Biokatalysatoren	und	dem	Bestreben	

Prozesse	im	Enzym-Engineering	möglichst	schnell,	kosteneffizient	und	erfolgreich	

zu	gestalten,	wird	auch	die	ständige	Entwicklung	neuer	computergestützter	Me-

thoden	vorangetrieben,	was	sich	 in	einer	Fülle	neuer	Veröffentlichungen	 in	den	

letzten	Jahren	widerspiegelt	(Marques	et	al.,	TgTH).	

Die	praktische	Anwendung	solcher	Methoden	aus	der	Bioinformatik	kann	am	Bei-

spiel	der	c-LEcta	GmbH	(Leipzig)	veranschaulicht	werden.	Dieses	Biotechnologie-

Unternehmen	hat	eine	Reihe	bioinformatischer	Werkzeuge	entwickelt,	welche	als	

multidimensionale	 Mutagenese	 (MDM)-Plattform	 bezeichnet	 werden.	 Diese	

MDM-Plattform	 liefert	eine	Routine	 für	das	Bibliotheksdesign,	 indem	sie	 Struk-

tur-,	 Molekulardynamik-,	 Funktions-	 und	 Homologie-Informationen	 nutzt	 und	

sich	zudem	mit	rationalen	Ansätzen	ergänzen	lässt.	Die	erfolgreiche	Anwendung	

dieser	Technologie	wurde	z.B.	bereits	anhand	der	Optimierung	des	Enzyms	Cello-

biose-Phosphorylase	 zur	 Synthese	 von	 Cellobiose	 eindrucksvoll	 demonstriert	

(Brucher	&	Häßler,	TgHI).	

1.3 Selektion und Screening 

Neben	dem	Bibliotheksdesign	stellt	auch	die	Verfügbarkeit	geeigneter	Systeme	für	

Selektion	und	Screening	eine	wichtige	Komponente	 im	Enzym-Engineering	dar.	
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Die	diesen	beiden	Oberbegriffen	zugeordneten	Methoden	sollen	es	ermöglichen,	

optimierte	Varianten	aus	 einer	 randomisierten	Enzym-Bibliothek	zu	 identifizie-

ren.	Der	Unterschied	zwischen	Selektion	und	Screening	besteht	darin,	dass	bei	der	

Selektion	 definierte	 Bedingungen	 angewendet	 werden,	 um	 aus	 dem	Varianten-

Pool	der	gesamten	Bibliothek	diejenigen	herauszufiltern	bzw.	zu	selektieren,	wel-

che	 die	 gewünschte	 Eigenschaft	 zeigen.	 Dahingegen	 werden	 im	 Rahmen	 eines	

Screenings	individuelle	Varianten	der	Bibliothek	auf	einen	bestimmten	Parameter	

hin	analysiert,	was	dementsprechend	eine	gewisse	räumliche	Trennung	(z.B.	durch	

Agarplatten,	Mikrotiterplatten	oder	Chips)	der	Einzelvarianten	erfordert	(Aharoni	

et	al.,	Tgg^).	Eine	Gemeinsamkeit	aller	Methoden,	welche	der	Selektion	oder	dem	

Screening	zugeordnet	werden,	ist	die	Erfordernis	einer	Verknüpfung	der	geneti-

schen	Information	mit	der	enzymatischen	Aktivität,	was	auch	als	Genotyp-Phäno-

typ-Kopplung	bezeichnet	wird.	Diese	Notwendigkeit	ergibt	sich	aus	der	Tatsache,	

dass	 DNA	 deutlich	 einfacher	 sequenziert	 werden	 kann	 als	 das	 Protein	 selbst,	

wodurch	anhand	von	DNA	die	Aminosäuresequenz	und	damit	auch	die	eingeführ-

ten	Mutationen	einer	optimierten	Enzymvariante	wesentlich	einfacher	analysiert	

werden	können.	Die	Verknüpfung	von	Genotyp	und	Phänotyp	kann	dabei	sowohl	

durch	eine	physische	Verbindung	z.B.	in	Form	von	Zellkompartimenten	hergestellt	

werden	oder	auch	anhand	einer	räumlichen	Adresse	bzw.	Zuordnung,	wie	es	bei	

Mikrotiterplatten-Screenings	häufig	der	Fall	ist	(Lin	&	Cornish,	TggT;	Markel	et	al.,	

TgTg).	

Der	 entscheidende	 Vorteil	 etablierter	 Selektions-Methoden	 gegenüber	 einem	

Screening	ist	die	hohe	Anzahl	an	Varianten,	welche	gleichzeitig	analysiert	werden	

können	(Taylor	et	al.,	TggH).	Die	in	Kapitel	H.T	beschriebenen	Methoden	im	Bibli-

otheksdesign	 ermöglichen	 die	Generierung	 von	 Bibliotheken	mit	mehr	 als	HgHT	

verschiedenen	Varianten	(Kille	et	al.,	TgHK).	Klassische	Screening-Methoden	errei-

chen	jedoch	nur	einen	Durchsatz	von	bis	zu	Hg^	Varianten	pro	Tag,	während	unter	

Verwendung	von	modernen	Ultra-Hochdurchsatz-Methoden	beachtliche	HgI	Va-

rianten	pro	Tag	gescreent	werden	können	(Bunzel	et	al.,	TgHJ;	Markel	et	al.,	TgTg).	

Anhand	einer	Selektion	können	dahingegen	HgHg-HgH^	Varianten	zeitgleich	in	ei-

nem	Durchlauf	untersucht	werden,	was	den	Prozess	dementsprechend	erheblich	

beschleunigt	(M.	Baker,	TgHH;	Boersma	et	al.,	Tggi).	
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Eine	häufig	verwendete	Selektionsmethode	 ist	die	genetische	Selektion,	was	auf	

den	geringen	apparativen	Aufwand	und	die	relativ	einfache	Durchführung	zurück-

zuführen	 ist.	Die	Funktionsweise	der	 genetischen	Selektion	basiert	 auf	der	Ver-

knüpfung	einer	Enzymaktivität	mit	dem	Überleben	einer	Zelle.	Hierzu	wird	die	

metabolische	Voraussetzung	für	die	gewünschte	Aktivität	in	die	Wirtszellen	(z.B.	

E.	coli)	eingeführt,	 indem	z.B.	anhand	von	Gendeletionen	defiziente	Zellstämme	

generiert	werden,	welche	ohne	die	Zugabe	bestimmter	Nährstoffe	oder	die	Wie-

dereinführung	 der	 notwendigen	 Enzymaktivität	 nicht	 überleben	 können.	 Diese	

Zellstämme	 können	 daraufhin	 für	 die	 Transformation	mit	 einer	 randomisierten	

Enzymbibliothek	eingesetzt	werden,	wodurch	Varianten	selektiert	werden,	welche	

die	gewünschte	Aktivität	besitzen	und	so	das	Überleben	des	Wirtsorganismus	er-

möglichen	(Woycechowsky	&	Hilvert,	TggO).	Diese	Methode	wurde	unter	anderem	

erfolgreich	 angewendet,	 um	 die	 dimere	 Chorismat-Mutase	 in	 eine	 monomere	

Form	zu	transformieren,	während	die	native	Aktivität	erhalten	blieb	(MacBeath	et	

al.,	HIIJ).	Dieses	Enzym	katalysiert	die	Umwandlung	von	Chorismat	in	Prephenat	

anhand	 einer	 Claisen-Umlagerung,	 was	 einen	 Reaktionsschritt	 im	 Shikimatweg	

darstellt.	Somit	ist	die	Chorismat-Mutase	für	die	Biosynthese	der	essentiellen	Ami-

nosäuren	Phenylalanin	und	Tyrosin	in	Pflanzen,	Bakterien	und	Pilzen	notwendig,	

wodurch	 die	 genetische	 Selektion	 hier	 prädestiniert	 ist.	 Dieses	 Beispiel	 veran-

schaulicht	auch	die	Limitierungen	dieser	Methode.	So	eignet	sich	die	genetische	

Selektion	nur	 zur	Anwendung	auf	Enzymaktivitäten,	welche	unter	den	vorherr-

schenden	Bedingungen	in	der	Wirtszelle	stattfinden	und	von	denen	das	Überleben	

der	Zelle	abhängig	gemacht	werden	kann	(Taylor	et	al.,	TggH).	Mit	dem	Ziel	diese	

Limitierungen	zu	 adressieren,	wurde	 eine	 ergänzende	Methode	zur	 genetischen	

Selektion	 entwickelt,	 welche	 chemische	 Komplementierung	 getauft	 wurde	 (K.	

Baker	et	al.,	TggT).	Hier	wird	die	enzymatische	Aktivität	an	die	Transkription	eines	

Reportergens	gekoppelt,	wodurch	das	Überleben	der	Zelle	nur	indirekt	von	dem	

zu	optimierenden	Enzym	abhängig	ist.	Diese	Methode	wurde	bereits	erfolgreich	

zur	Optimierung	von	Enzymen	wie	der	Glycosynthase	(Lin	et	al.,	TggO)	und	der	

Cellulase	(Peralta-Yahya	et	al.,	TggJ)	eingesetzt.	

Die	Verwendung	molekularer	Display-Technologien	zur	Entwicklung	neuer	bzw.	

Optimierung	 bestehender	 proteinbasierter	 Bindemoleküle	 wie	 Antikörpern	 ist	
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naheliegend	 und	 in	 der	 Literatur	 zahlreich	 beschrieben	 (Hayhurst	 &	 Georgiou,	

TggH;	Kontermann	&	Dübel,	TgHg).	Jedoch	finden	dazu	zählende	Methoden	wie	

Phagen-,	Ribosomen-,	mRNA-,	Bakterien-	oder	Hefe-Display	auch	Anwendung	im	

Enzym-Engineering	(Amstutz	et	al.,	TggH;	Forrer	et	al.,	HIII).	Der	große	Vorteil	

dieser	Methoden	 besteht	 darin,	 dass	 besonders	 viele	Varianten	 von	bis	 zu	 HgH^	

gleichzeitig	selektiert	werden	können	(M.	Baker,	TgHH).	Auf	das	Phagen-Display	

als	Selektionsmethode	für	die	Optimierung	von	Enzymen	wird	in	Kapitel	H.O	de-

tailliert	eingegangen.	Das	Ribosomen-	und	mRNA-Display	basieren	auf	der	Ver-

knüpfung	der	funktionalen	Proteinvarianten	mit	der	für	das	Protein	codierenden	

mRNA,	 wodurch	 die	 Genotyp-Phänotyp-Kopplung	 erreicht	 wird.	 Beim	 Riboso-

men-Display	wird	diese	Kopplung	anhand	eines	nicht	kovalenten	ternären	Kom-

plexes	aus	Ribosom,	mRNA	und	dem	entstehenden	Polypeptid	generiert.	Durch	

ein	fehlendes	Stoppcodon,	hohen	Konzentrationen	an	Magnesium-Ionen	und	ge-

ringen	Temperaturen	wird	dieser	Komplex	stabilisiert	(Hanes	&	Plückthun,	HIIi).	

Dahingegen	basiert	das	mRNA-Display	auf	einer	kovalenten	Kopplung	der	mRNA	

mit	dem	codierten	Protein.	Hier	wird	die	mRNA	am	K‘-Ende	mit	einem	DNA-Lin-

ker	 funktionalisiert,	welcher	wiederrum	mit	Puromycin	modifiziert	 ist.	 Erreicht	

das	Ribosom	die	RNA-DNA-Verbindung,	wird	die	 in-vitro-Translation	zum	Still-

stand	gebracht.	Nun	wird	das	Puromycin	über	die	Peptidyltransferase-Funktion	

des	Ribosom	an	das	translatierte	Protein	geknüpft,	wodurch	auch	die	mRNA	kova-

lent	gebunden	ist	(Roberts	&	Szostak,	HIIi).	Die	grundsätzliche	Anwendbarkeit	

des	Ribosomen-	und	mRNA-Displays	 im	Zuge	eines	Enzym-Engineerings	wurde	

exemplarisch	anhand	einer	b-Lactamase	(Amstutz	et	al.,	TggT)	und	der	de-novo-

Generierung	einer	RNA-Ligase	(Seelig	&	Szostak,	Tggi)	gezeigt.	Dennoch	werden	

diese	Methoden	selten	in	Verbindung	mit	Biokatalysatoren	angewendet	(Boersma	

et	 al.,	 Tggi).	 Bei	 den	 Zell-basierten	Display-Systemen	wie	 dem	 Bakterien-	 und	

Hefe-Display	wird	die	Genotyp-Phänotyp-Kopplung	dadurch	garantiert,	dass	nur	

Protein-Varianten,	deren	Gene	in	der	jeweiligen	Zelle	vorhanden	sind,	auch	auf	der	

Zelloberfläche	präsentiert	werden	können.	Die	Präsentation	wird	anhand	von	Fu-

sionsproteinen	aus	den	Protein-Varianten	mit	einem	membranständigen	Oberflä-

chenprotein	realisiert	(M.	R.	Smith	et	al.,	TgH^).	Als	Organismen	werden	häufig	E.	

coli,	S.	cerevisiae	oder	P.	pastoris	verwendet.	Im	Falle	von	E.	coli	werden	häufig	die	
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outer-membrane-Proteine	(OmpA,	OmpC,	OmpT),	Autotransporter-Proteine	und	

Eisnukleations-Proteine	als	Träger	oder	Transporter	für	die	Präsentation	auf	der	

Zelloberfläche	genutzt	(van	Bloois	et	al.,	TgHH),	während	bei	Hefen	oft	a-	und	a-

Agglutinin	Anwendung	finden	(Tanaka	et	al.,	TgHT).	Anhand	des	Bakterien-Dis-

plays	wurde	beispielsweise	die	Enantioselektivität	der	Pseudomonas	aeruginosa	Es-

terase	EstA	im	Zuge	einer	gerichteten	Evolution	erfolgreich	verbessert	(Becker	et	

al.,	TggJ).	Während	das	Wildtyp-Enzym	nur	eine	geringe	Selektivität	zeigte,	wel-

che	leicht	auf	der	Seite	des	(S)-Enantiomers	lag	(Eapp	=	H,T),	konnte	unter	Verwen-

dung	des	Bakterien-Displays	in	Kombination	mit	einer	FACS	die	Variante	T-R-OK	

selektiert	werden,	welche	 eine	 hohe	 Selektivität	 für	 das	 (R)-Enantiomer	 (Eapp	 =	

H_,K)	aufwies.	Als	Beispiel	für	eine	erfolgreiche	Anwendung	des	Hefe-Displays	im	

Zuge	eines	Enzym-Engineerings	sei	hier	die	Optimierung	der	Transpeptidase	Sor-

tase	A	aus	Staphylococcus	aureus	 genannt	 (Chen	et	 al.,	 TgHH).	Hier	 erfolgte	die	

Präsentation	der	Varianten	von	Sortase	A	als	Fusionsprotein	über	die	Untereinheit	

von	a-Agglutinin	AgaTp,	während	über	die	Untereinheit	AgaHp	das	Peptidsubstrat	

für	Sortase	A	mit	der	Erkennungssequenz	LPETG	präsentiert	wurde.	Durch	die	Zu-

gabe	des	zweiten	Peptidsubstrates	mit	N-terminalem	GGG-Motiv,	welches	zuvor	

mit	Biotin	funktionalisiert	wurde,	katalysieren	aktive	Varianten	der	Sortase	A	die	

pseudointramolekulare,	kovalente	Verknüpfung	der	beiden	Substrate.	Die	so	im-

mobilisierten	 Biotin-Moleküle	 wurden	 über	 fluoreszenzmarkiertes	 Streptavidin	

nachgewiesen	und	fluoreszierende	Hefe-Zellen	mittels	FACS	isoliert.	Anhand	die-

ser	Strategie	konnte	eine	Variante	der	Sortase	A	generiert	werden,	deren	kcat/KM-

Wert	um	den	Faktor	HOg	im	Vergleich	zum	Wildtyp	erhöht	ist.	

Anhand	der	aufgeführten	Beispiele	an	Selektionsmethoden,	welche	erfolgreich	für	

die	Optimierung	von	Biokatalysatoren	eingesetzt	wurden,	kann	deren	großes	Po-

tential	 belegt	werden.	 Insbesondere	 im	Kontext	des	Enzym-Engineerings	 gehen	

diese	Methoden	 jedoch	auch	mit	einigen	Limitation	einher.	Je	nach	Enzym,	der	

katalysierten	Reaktion	bzw.	dem	Ziel	der	Optimierung	lassen	sich	einzelne	Selek-

tionsmethoden	 nicht	 oder	 nur	 nach	 umfangreichen	 Anpassungen	 anwenden	

(Delagrave	&	Murphy,	TggK;	Firestine	et	al.,	Tggg).	Soll	die	Selektion	unter	unna-

türlichen	Reaktionsbedingungen	 (z.B.	hohe	Temperaturen,	organische	Lösungs-

mittel)	durchgeführt	werden,	sind	insbesondere	die	Methoden	in	vivo	aber	unter	
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Umständen	auch	 in	vitro	nicht	geeignet	 (Arnold	&	Moore,	HIIi;	You	&	Arnold,	

HII_).	In	solchen	Fällen	sollte	statt	einer	Selektion	ein	geeignetes	Screening-Sys-

tem	angewendet	werden.	Zwar	liefern	die	Screening-Systeme	in	der	Regel	nicht	die	

hohen	Durchsätze,	welche	mit	den	Methoden	der	Selektion	erzielt	werden	können	

(s.o.),	jedoch	hat	ein	Screening	den	Vorteil,	dass	die	Produktbildung	und	damit	die	

katalytische	Aktivität	zumeist	(zeitaufgelöst)	quantifiziert	werden	kann	(Olsen	et	

al.,	Tggg),	was	auch	auf	die	häufige	Verwendung	von	fluorogenen	oder	chromoge-

nen	 Substraten	 zurückzuführen	 ist	 (Sheludko	 &	 Fessner,	 TgTg;	 Wahler	 &	

Reymond,	TggH).	Dieser	Umstand	legitimiert	auch	den	ergänzenden	Einsatz	eines	

Screenings	 zu	 einer	 vorhergehenden	Selektion.	Anhand	dieser	 Strategie	können	

optimierte	Varianten	zunächst	mittels	Selektion	angereichert	und	im	nachfolgen-

den	Schritt	die	besten	Kandidaten	mittels	Screening	identifiziert	werden.	

Jedes	etablierte	Screening-System	setzt	sich	aus	den	drei	folgenden,	wesentlichen	

Elementen	zusammen	(Longwell	et	al.,	TgHi):	

H) Kompartimentierung	von	Einzelvarianten	und	Reaktionsbestandteilen,	

T) optische	Analysemethode	zur	Detektion	der	katalytischen	Aktivität,	

K) Strategie	zur	Rückgewinnung	der	genetischen	Information.	

Die	 am	 häufigsten	 verwendeten	 Screening-Methoden	 basieren	 auf	 dem	 Einsatz	

von	Mikrotiterplatten	 (MTP),	was	 auf	den	vergleichsweise	 geringen	apparativen	

Aufwand	 und	 die	 hohe	 Flexibilität	 zurückzuführen	 ist	 (Leemhuis	 et	 al.,	 TggI;	

Martínez	 &	 Schwaneberg,	 TgHK).	 Die	 Kompartimentierung	 der	 Einzelvarianten	

wird	anhand	der	separierten	Kavitäten	sichergestellt,	 in	denen	die	isolierten	En-

zymvarianten	oder	Zellklone	mit	der	genetischen	Information	vorliegen.	So	wird	

auch	die	Rückgewinnung	der	Gensequenzen	optimierter	Varianten	ermöglicht,	in-

dem	die	räumlichen	Adressen	einzelner	Kavitäten	einer	Screening-MTP	den	Kavi-

täten	einer	Glycerolstock-	oder	Master-MTP	eindeutig	zuzuordnen	sind.	Zur	De-

tektion	des	enzymatischen	Umsatzes	werden	auch	hier	häufig	Fluoreszenz-	oder	

Absorptionsspektroskopie	 eingesetzt,	 wenngleich	 das	 MTP-basierte	 Screening	

auch	den	Einsatz	von	Analysemethoden	wie	NMR	oder	Massenspektrometrie	zu-

gänglich	macht	 (van	Rossum	et	 al.,	 TgHK).	Der	hohen	Flexibilität	 entsprechend	

wurden	zahlreiche	Enzyme	hinsichtlich	Eigenschaften	wie	Stabilität,	Spezifität	o-

der	Aktivität	anhand	eines	MTP-basierten	Screenings	optimiert.	Beispiele	hierfür	
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sind	Cytochrom	PO^g	BMK	(Bloom	et	al.,	Tgg_),	Cyclodextrin-Glykosyltransferase	

(Kelly	et	al.,	TggJ),	Histon-Acyltransferase	(Leemhuis	et	al.,	TggJ),	Aminotrans-

ferase	(Genz	et	al.,	TgH^)	oder	Esterasen	(Lülsdorf	et	al.,	TgH^).		

Eine	weitere	Möglichkeit	der	Kompartimentierung	ist	die	Verwendung	mikrobiel-

ler	Zellen.	Bakterien	wie	E.	coli	oder	Hefe-Zellen	dienen	hier	als	natürliche	Reakti-

onsgefäße	(Sadler	et	al.,	TgHJ;	Vanella	et	al.,	TgTT).	Die	Vorteile	liegen	zum	einen	

in	der	intrinsischen	Phänotyp-Genotyp-Kopplung,	was	die	Rückgewinnung	der	ge-

netischen	Information	einfach	gestaltet.	Zum	anderen	ermöglicht	die	Anwendung	

der	 Durchflusszytometrie	 bzw.	 FACS	 sehr	 hohe	Durchsätze	 von	 Hg_-HgJ	 Zellen	

bzw.	Varianten	pro	Stunde	(Becker	et	al.,	TggO;	Mair	et	al.,	TgHi).	Die	Herausfor-

derung	 liegt	hier	darin,	dass	das	Substrat	die	Zellmembran	passieren	kann	oder	

schon	in	der	Zelle	vorliegt,	während	das	Produkt	der	enzymatischen	Reaktion	ein	

messbares	(Fluoreszenz-)	Signal	liefern	muss	und	nicht	aus	der	Zelle	heraus	dif-

fundiert.	Werden	Biomoleküle	wie	DNA	oder	Proteine	als	Substrate	verwendet,	ist	

diese	Herausforderung	einfach	adressiert,	da	sie	in	natürlicher	Weise	in	der	Zelle	

vorkommen.	So	wurde	bereits	die	Cre-Rekombinase	(Santoro	&	Schultz,	TggT)	o-

der	das	Chaperon	GroEL	(J.	D.	Wang	et	al.,	TggT)	in	einem	Zell-basierten	Screening	

optimiert,	indem	die	enzymatische	Aktivität	an	die	rekombinante	Expression	oder	

Faltung	eines	fluoreszierenden	Proteins	gekoppelt	wurde.	Aber	auch	niedermole-

kulare	Substrate	können	hier	Anwendung	 finden,	wie	es	anhand	eines	Enginee-

rings	der	Sialyl-Transferase	CstII	demonstriert	wurde	(Aharoni	et	al.,	Tgg_).	Hier	

wurde	Fluoreszenz-markierte	Lactose	oder	Galactose	als	Substrat	verwendet,	wel-

che	durch	spezifische	Transporter	die	Zellmembran	von	E.	coli	frei	passieren	kön-

nen.	Nach	der	mittels	CstII	katalysierten	Sialylierung	der	markierten	Zucker	ändert	

sich	jedoch	deren	Größe	und	Ladungszustand,	wodurch	sie	die	Zelle	nicht	mehr	

verlassen	können	und	das	Fluoreszenz-Signal	akkumuliert	wird.	

Die	genannten	Einschränkungen	der	Zellen-basierten	Kompartimentierung	limi-

tieren	entsprechend	deren	Einsatz	auf	das	Engineering	von	Enzymen,	für	welche	

geeignete	Substrate	zur	Verfügung	stehen.	Durch	die	Verwendung	einer	künstlich	

generierten	 in-vitro-Kompartimentierung	 (IVC)	 in	 Form	 von	 Emulsionen	 bzw.	

Wasser-in-Öl-Tröpfchen	kann	diese	Limitation	umgangen	werden	(Longwell	et	al.,	

TgHi).	 Die	 Vielseitigkeit	 der	 damit	 assoziierten	 Technologien	 und	 die	 daraus	
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resultierenden	Möglichkeiten	sind	beachtlich.	So	können	solche	Tröpfchen	aufge-

teilt,	 fusioniert,	 sortiert,	 inkubiert	und	verdünnt	werden	 (Dressler	 et	 al.,	TgHi).	

Zudem	können	definierte	Volumina	in	die	Tröpfchen	injiziert	werden.	Dabei	kön-

nen	sie	in	einem	breiten	Temperatur-,	pH-Wert-	und	Salzkonzentrationsbereich	

eingesetzt	werden	und	sind	auch	gegenüber	Gefrier-Tau-Zyklen	stabil	(Griffiths	&	

Tawfik,	Tgg_;	Zinchenko	et	al.,	TgHO).	Die	ursprüngliche	Herstellung	der	Emulsi-

onen	erfolgte	beispielsweise	mittels	Rühren	(Tawfik	&	Griffiths,	HIIJ)	oder	Extru-

sion	(Mastrobattista	et	al.,	Tgg^),	wobei	in	der	Regel	stark	polydisperse	Emulsio-

nen	 entstehen,	 was	 die	 zuverlässige	 Detektion	 aktiver	 Enzyme	 wiederrum	 er-

schweren	kann	(Bunzel	et	al.,	TgHJ).	Das	 führte	zur	Entwicklung	verschiedener	

Mikrofluidik-Geräte,	welche	in	einem	Hochdurchsatz-Screening	anwendbar	sind	

und	anhand	derer	monodisperse	Emulsionen	generiert	werden	können	(Agresti	et	

al.,	TgHg;	Lim	&	Abate,	TgHK;	Mazutis	et	al.,	TgHK).	Auch	die	Biosynthese	der	En-

zymvarianten	in	den	Tröpfchen	ist	variabel	und	kann	mittels	 in-vitro-Transkrip-

tion-Translation	(Fallah-Araghi	et	al.,	TgHT)	oder	Zellen-basiert	(Hardiman	et	al.,	

TgHg)	 durchgeführt	 werden.	 Angesichts	 der	 Vielseitigkeit	 der	 IVC	wurde	 diese	

Technologie	für	das	Screening	diverser	Biokatalysatoren	eingesetzt.	Die	DNA-Me-

thyltransferase	 HaeIII	 war	 ein	 erstes	 Anwendungsbeispiel	 (Tawfik	 &	 Griffiths,	

HIIJ).	Weitere	Anwendungen	waren	die	Veränderung	der	Substratspezifität	der	

Taq-Polymerase	(Ghadessy	et	al.,	TggO)	oder	die	Erhöhung	der	Aktivität	einer	bak-

teriellen	Phosphotriesterase	(Griffiths	&	Tawfik,	TggK).	Als	aktuelleres	Beispiel	sei	

hier	die	Optimierung	der	Protease	Savinase	hinsichtlich	einer	erhöhten	Aktivität	

erwähnt	(Holstein	et	al.,	TgTH).		

1.4 Phagen-Display zur Selektion enzymatischer Aktivität 

Obwohl	das	Phagen-Display	als	Selektionsmethode	mittlerweile	fast	Og	Jahre	alt	

ist	(G.	P.	Smith,	HIJ^),	hat	es	nicht	an	Relevanz	verloren,	im	Gegenteil.	So	stellt	es	

auch	heute	noch	eine	effektive	Methode	für	die	Entwicklung	therapeutischer	oder	

diagnostischer	Antikörper	 dar	 (Kumar	 et	 al.,	 TgHI;	Nagano	&	Tsutsumi,	 TgTH).	

Aber	 auch	 andere	 Anwendungen	 wie	 die	 Entwicklung	 therapeutischer	 Peptide	

(Mimmi	et	al.,	TgHI;	Saw	&	Song,	TgHI)	oder	neuartiger	Impfstoffe	(Hess	&	Jewell,	

TgTg)	 rücken	 immer	 mehr	 in	 den	 Fokus.	 Im	 Zuge	 der	 globalen	 COVID-HI	
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Pandemie	und	der	damit	assoziierten	Suche	nach	neuen	Therapeutika	hat	das	Pha-

gen-Display	noch	weiter	an	Bedeutung	gewonnen	(Anand	et	al.,	TgTH).	Die	Funk-

tionsweise	des	Phagen-Displays	basiert,	wie	auch	bei	anderen	Display-Technolo-

gien	(siehe	H.K),	auf	der	Kopplung	von	Phänotyp	und	Genotyp.	Hierzu	wird	das	

Gen	bzw.	die	Genbibliothek	eines	Peptides	oder	Proteins	in	einen	Phagemid	sub-

kloniert,	so	dass	diese	nach	Expression	als	N-terminale	Fusion	mit	Hüllproteinen	

eines	Bakteriophagen	vorliegen	und	auf	der	Oberfläche	präsentiert	werden.	Das	

Gen	des	jeweils	präsentierten	Fusionsproteins	liegt	dabei	als	einzelsträngige	DNA	

in	dem	Phagen	vor.	Häufig	wird	dabei	das	Hüllprotein	pK	des	filamentösen	Bakte-

riophagen	MHK	für	die	Präsentation	genutzt	(Kehoe	&	Kay,	Tgg^;	Ledsgaard	et	al.,	

TgHJ).	Das	weitere	Verfahren	gleicht	einer	Proteinreinigung	mittels	Affinitätschro-

matografie	und	wird	biopanning	genannt.	Das	Zielmolekül	oder	Antigen	(häufig	

Rezeptoren	oder	deren	extrazelluläre	Domänen)	wird	 auf	 einem	Trägermaterial	

immobilisiert	 und	 die	 Variantenbibliothek-präsentierenden	 Phagen	 hinzugege-

ben.	Peptide/Proteine	mit	 einer	Affinität	 für	 das	Zielmolekül	werden	gebunden	

und	ungebundene	Phagen	durch	Waschen	entfernt.	Die	Elution	der	gebundenen	

Phagen	erfolgt	daraufhin	kompetitiv	mit	 freiem	Antigen	bzw.	Liganden,	mittels	

Veränderung	des	pH-Werts,	Veränderung	der	 Ionenstärke	oder	Ultraschall.	Die	

eluierten	Phagen	können	daraufhin	vermehrt	werden,	indem	sie	zur	Infektion	von	

Wirtszellen	wie	E.	coli	eingesetzt	werden.	Das	ermöglicht	den	Einsatz	der	angerei-

cherten	Varianten	bzw.	Phagen	für	weitere	Selektionsrunden	oder	auch	die	Cha-

rakterisierung	von	Einzelvarianten.	Häufig	werden	auf	diese	Art	und	Weise	meh-

rere	Selektionsrunden	durchgeführt	und	dabei	der	Selektionsdruck	durch	abneh-

mende	 Zielmolekül-Konzentration	 oder	 extensiveres	 Waschen	 von	 Runde	 zu	

Runde	 erhöht	 (Hoogenboom	 et	 al.,	 HIIJ;	 Pande	 et	 al.,	 TgHg;	 G.	 P.	 Smith	 &	

Petrenko,	HIIi).	

Während	 die	 Selektion	 hinsichtlich	 Bindungseigenschaften	mittels	 Phagen-Dis-

play	also	relativ	einfach	und	universell	anwendbar	ist,	ist	die	Selektion	nach	einer	

katalytischen	Aktivität	verhältnismäßig	anspruchsvoller.	Schließlich	muss	die	Fä-

higkeit	eines	Enzym-Phagen-Komplexes	eine	bestimmte	Reaktion	zu	katalysieren,	

mit	der	Fähigkeit	spezifisch	an	eine	Affinitätsmatrix	binden	zu	können,	gekoppelt	

werden	 (Soumillion	&	Fastrez,	 TggK).	Hierzu	wurden	eine	Reihe	 von	Strategien	
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entwickelt,	welche	entsprechend	ihrer	Funktionsweise	in	direkte	und	indirekte	Se-

lektionen	unterteilt	werden	(Forrer	et	al.,	HIII).	Eine	Selektion	hinsichtlich	der	

Bindung	eines	Enzyms	an	ein	Übergangszustand-Analogon	wird	z.B.	als	indirekt	

bezeichnet,	da	hier	eben	nur	hinsichtlich	der	Bindungsaffinität	und	nicht	der	rea-

len	katalytischen	Aktivität	selektiert	wird	(Abbildung	HA).	Da	die	Katalysefähigkeit	

eines	Enzyms	jedoch	auf	der	Bindung	und	Stabilisierung	des	Übergangszustands	

beruht,	sollte	eine	solche	Selektion	trotzdem	zielführend	sein.	So	wurde	diese	Stra-

tegie	erfolgreich	zur	Selektion	von	Varianten	der	humanen	Glutathiontransferase	

AH-H	mit	veränderter	Spezifität	eingesetzt	(Widersten	&	Mannervik,	HII^).	Auch	

die	Verbesserung	hinsichtlich	der	Esterase-Aktivität	eines	katalytischen	Antikör-

pers,	welcher	zuvor	durch	Immunisierung	mit	einem	Übergangszustand-Analogon	

generiert	wurde,	konnte	anhand	dieser	Strategie	demonstriert	werden	(Takahashi	

et	al.,	TggH).		

 
Abbildung	':	Schematische	Darstellung	von	Strategien	zur	indirekten	Selektion	auf	kata-
lytische	Aktivität	mittels	Phagen-Display.	A)	Ein	für	das	Enzym	geeignetes	Übergangszustand-
Analogon	(ÜZA)	wird	auf	einer	Matrix	immobilisiert.	Enzym-präsentierende	Phagen	werden	durch	
Bindung	an	dieses	ÜZA	selektiert.	B)	Aktive	Enzymspezies	reagieren	mit	einem	Suizid-Substrat,	
welches	zuvor	mit	Biotin	funktionalisiert	wurde,	entsprechend	ihrem	Katalysemechanismus.	Mit-
tels	immobilisierten	Streptavidins	werden	biotinylierte	Phagen	selektiert.	Abbildung	nach	Forrer	
et	al.,	HIII	und	Fernandez-Gacio	et	al.,	TggK.	

Eine	weitere	Form	der	indirekten	Selektion	stellt	die	Verwendung	von	biotinylier-

ten	 Suizid-Substraten	 bzw.	 Mechanismus-basierter	 Inhibitoren	 dar	 (Abbildung	

HB).	Die	Funktionsweise	beruht	 auf	dem	Einsatz	 limitierender	Konzentrationen	

dieser	 Suizid-Substrate.	Die	 aktivsten	Enzymvarianten	 reagieren	am	 schnellsten	
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und	sind	so	kovalent	an	den	Inhibitor	und	das	Biotin	gebunden.	Diese	biotinylier-

ten	 Enzym-Phagen-Komplexe	 werden	 anschließend	 mittels	 Streptavidin-be-

schichteter	Matrix	isoliert	(Fernandez-Gacio	et	al.,	TggK).	Die	grundsätzliche	An-

wendbarkeit	dieser	Strategie	wurde	anhand	des	Enzyms	b-Lactamase	demonstriert	

(Soumillion	et	al.,	HIIO;	Vanwetswinkel	et	al.,	HII_).	Zudem	wurde	sie	erfolgreich	

zur	Selektion	katalytischer	Antikörper	mit	b-Lactamase-Aktivität	(Shahsavarian	et	

al.,	TgHi)	und	Savinase	mit	veränderter	Spezifität	(Legendre	et	al.,	Tggg)	verwen-

det.	Ein	limitierender	Faktor	dieser	indirekten	Selektionen	ist	natürlich	die	Ver-

fügbarkeit	 entsprechender	 Übergangszustand-Analoga	 und	 Suizid-Substrate	 für	

das	jeweilige	Enzym.	Da	bei	diesen	indirekten	Verfahren	zudem	nicht	hinsichtlich	

einer	 katalysierten	 Produktbildung	 selektiert	 wird,	 kann	 das	 Ergebnis	 unzu-

reichend	 oder	 ein	 erhöhter,	 anschließender	 Screening-Aufwand	 notwendig	 sein	

(Forrer	et	al.,	HIII).	

 
Abbildung	H:	Schematische	Darstellung	von	Strategien	zur	direkten	Selektion	auf	katalyti-
sche	Aktivität	mittels	Phagen-Display.	A)	Neben	dem	Enzym	wird	auch	das	entsprechende	Sub-
strat	auf	der	Oberfläche	des	Phagen	präsentiert.	Durch	intramolekulare	Katalyse	wird	das	Produkt	
gebildet,	welches	mittels	immobilisierter,	spezifischer	Binder	selektiert	wird.	B)	Während	das	in-
aktive	Enzym	über	das	Hüllprotein	pK	präsentiert	wird,	wird	auch	eine	basische	Peptidsequenz	auf	
einem	anderen	pK-Protein	präsentiert.	Darüber	wird	eine	saure	Peptidsequenz,	welche	mit	einem	
Substrat	(z.B.	eine	DNA-Sequenz)	und	Biotin	funktionalisiert	wurde,	gekoppelt.	Das	gesamte	Kon-
strukt	wird	über	eine	Streptavidin-beschichtete	Matrix	immobilisiert	und	das	Enzym	aktiviert	(z.B.	
mittels	Kofaktor-Zugabe).	Dadurch	werden	das	Substrat	spaltende	Enzym/Phagen-Komplexe	elu-
iert.	Abbildung	nach	Forrer	et	al.,	HIII	und	Fernandez-Gacio	et	al.,	TggK.	

Um	die	genannten	Probleme	der	indirekten	Strategien	zu	adressieren,	wurden	Ver-

fahren	entwickelt,	welche	auf	der	Selektion	hinsichtlich	Produktbildung	bzw.	Sub-

stratumsatz	 basieren.	 Beispiele	 dieser	 direkten	 Strategien	 sind	 in	 Abbildung	 T	
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dargestellt.	Die	grundsätzliche	Funktionsweise	dieser	direkten	Selektionsverfah-

ren	beruht	dabei	entweder	auf	einer	 intramolekularen	Produktbildung	und	Bin-

dung	des	Produkt-Enzym-Phagen-Komplexes	an	eine	für	das	Produkt	spezifische	

Affinitätsmatrix	(Abbildung	TA)	oder	das	Freisetzen	bzw.	die	Elution	des	immobi-

lisierten	Komplexes	von	einem	festen	Träger	durch	einen	intramolekularen	Sub-

stratumsatz	(Abbildung	TB).	Das	Enzym	Subtiligase	(Doppelmutante	von	Subtili-

sin	BPN‘	(Braisted	et	al.,	HIIi))	beispielsweise	wurde	mittels	Phagen-Display	hin-

sichtlich	 einer	 erhöhten	 Ligase-Aktivität	 optimiert,	 indem	 das	 auf	 der	 Phagen-

Oberfläche	präsentierte	Enzym	am	N-Terminus	um	eine	Substrat-Sequenz	verlän-

gert	wurde.	Eine	durch	die	Subtiligase	selbst	katalysierte,	intramolekulare	Peptid-

ligation	der	N-terminalen	Sequenz	mit	einem	biotinylierten	Peptid,	ermöglichte	so	

die	selektive	Affinitätsreinigung	aktiver	Enzym-Phagen-Komplexe	mittels	Neutra-

vidin	(Atwell	&	Wells,	HIII).	Eine	sehr	ähnliche	Vorgehensweise	wurde	auch	auf	

das	Engineering	der	Transpeptidase	Sortase	A	zur	Veränderung	der	Substratspezi-

fität	angewendet	(Piotukh	et	al.,	TgHH;	Schmohl	et	al.,	TgHi).	Die	Eignung	der	di-

rekten	Selektion	mittels	Elution	von	einer	Matrix	nach	Substratumsatz	(Abbildung	

TB)	wurde	anhand	einer	Staphylokokken-Ribonuklease	(SNase)	als	Modellenzym	

demonstriert.	 Dabei	 wurde	 neben	 der	 CaT+-Ionen-abhängigen	 SNase	 auch	 eine	

saure	Peptidsequenz	über	das	Hüllprotein	pK	präsentiert.	Unter	Ausschluss	von	

CaT+-Ionen	wurde	eine	basische	Peptidsequenz	zu	den	präparierten	Phagen	gege-

ben,	welche	mit	einem	einzelsträngigen	Oligonukleotid	als	Substrat	für	die	SNase	

und	Biotin	 funktionalisiert	war.	Durch	 Interaktion	 der	 beiden	 Peptidsequenzen	

kam	es	zur	Bildung	einer	Disulfidbrücke	und	damit	der	kovalenten	Verknüpfung.	

Der	gesamte	Komplex	wurde	nun	an	einer	Streptavidin-beschichteten	Matrix	im-

mobilisiert.	Die	Zugabe	von	CaT+-Ionen	führte	nun	zur	Aktivierung	der	SNase,	wel-

che	in	einer	intramolekularen	Reaktion	das	Oligonukleotid	hydrolysierte,	was	zur	

Elution	 der	 entsprechenden	 Phagen-Komplexe	 führte.	 So	 konnte	 ein	 Anreiche-

rungsfaktor	 aktiver	 SNase	 von	 ca.	 Hgg	 pro	 Selektionsrunde	 erreicht	 werden	

(Pedersen	et	al.,	HIIJ).		

Eine	neue	Strategie	zur	direkten	Selektion	mittels	Phagen-Display	konnte	in	der	

Arbeitsgruppe	von	Prof.	Dr.	Frank	Bordusa	(MLU	Halle-Wittenberg)	zur	Optimie-

rung	der	Trypsiligase	entwickelt	und	etabliert	werden.	Die	Trypsiligase	basiert	auf	
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der	Serinprotease	Trypsin	und	wurde	zur	ortsspezifischen	Modifikation	von	Pro-

teinen	am	N-	und	C-Terminus	entwickelt	(Details	siehe	H.T).	Die	synthetische	Ef-

fizienz	der	Trypsiligase	ist	dabei	abhängig	von	dem	Verhältnis	der	Aminolyseakti-

vität	zur	nativen	Hydrolyseaktivität,	welches	mittels	Enzym-Engineering	zu	Guns-

ten	der	Aminolyseaktivität	und	damit	der	Bildung	des	Aminolyseproduktes	ver-

schoben	werden	sollte.	Erste	Arbeiten	im	Zuge	dieses	Enzym-Engineerings	und	zur	

Etablierung	des	Phagen-Displays	als	Selektionsmethode	wurden	im	Rahmen	der	

Promotionsarbeit	von	Frau	Dr.	Sabrina	Gissel	 (AG	Bordusa,	MLU	Halle-Witten-

berg	(Gissel,	TgHi))	durchgeführt.	So	wurde	hier	gezeigt,	dass	aktive	Trypsiligase	

auf	der	Oberfläche	des	Bakteriophagen	MHK	als	Fusion	mit	dem	Hüllprotein	pK	

präsentiert	werden	kann.	Zudem	wurde	die	in	Abbildung	K	gezeigte,	grundlegende	

Strategie	der	direkten	Selektion	mittels	Phagen-Display	konzipiert.	Diese	sieht	vor,	

dass	zunächst	ein	Bibliotheksvarianten-präsentierender	Phagenpool	zu	immobili-

siertem	Substrat	mit	der	Erkennungssequenz	YRH	gegeben	wird.	Aktive	Varianten	

bilden	unter	Abspaltung	des	RH-Motives	ein	kovalentes	Acyl-Enzym-Intermediat.	

Nicht	kovalent	gebundene	Varianten	und	jene,	welche	aufgrund	einer	hohen	Hyd-

rolyseaktivität	ein	instabiles	Acyl-Enzym-Intermediat	bilden,	werden	durch	Wa-

schen	entfernt.	Die	Elution	der	kovalent	 gebundenen	Enzym-Phagen-Komplexe	

erfolgt	 daraufhin	 durch	 Zugabe	 eines	 peptidischen	 Nukleophils	 mit	 RH-Motiv,	

wodurch	nur	diese	Enzyme	eluiert	werden,	welche	diesen	finalen	Reaktionsschritt	

der	Deacylierung	durch	Aminolyse	katalysieren	können.	Die	weitere	Vorgehens-

weise	aus	Reinfektion	von	E.	coli-Zellen	und	Amplifikation	der	angereicherten	Va-

rianten	für	weitere	Selektionsrunden	erfolgt	dann	wie	für	das	klassische	Phagen-

Display	beschrieben	(s.o.).		

Anhand	der	Verwendung	dieser	Selektionsstrategie	zur	Anreicherung	optimierter	

Varianten	aus	einer	Trypsiligase-Bibliothek	mit	fünf	Randomisierungspositionen	

(S_H,	R_T,	Q_O,	SHIg,	QHIT)	sollte	deren	Eignung	zur	praktischen	Anwendung	im	

Rahmen	 der	 Promotionsarbeit	 von	 Frau	 Dr.	 Gissel	 validiert	 werden.	 Effektiv	

konnte	jedoch	nur	eine	Selektionsrunde	durchgeführt	werden,	da	nach	dieser	be-

reits	gehäuft	Punkt-	und	frameshift-Mutationen	auftraten	und	die	Funktionalität	

des	Phagenpools	damit	drastisch	gesenkt	wurde.	Dieser	Umstand	wurde	auf	das	

Auftreten	von	escape-Mutanten	zurückgeführt,	welche	durch	ausbleibende	oder	
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fehlerhafte	Expression	des	für	E.	coli	toxischen	Hüllproteins	pK	einen	Wachstums-

vorteil	haben	und	sich	dadurch	unspezifisch	anreichern	(Paschke,	Tgg_).	Trotz-

dem	konnten	insgesamt	fünf	Varianten	identifiziert	werden,	wovon	zwei	Varian-

ten	ein	leicht	verbessertes	Verhältnis	von	Aminolyse	zu	Hydrolyse	zeigten.		

 
Abbildung	I:	Direkte	Selektion	mittels	Phagen-Display	zur	Optimierung	der	Trypsiligase.	
Dargestellt	ist	der	schematische	Prozessablauf	einer	Anreicherung	von	Trypsiligase-Varianten	mit	
optimierten	Syntheseeigenschaften	 aus	 einer	 randomisierten	Bibliothek	mittels	Phagen-Display.	
Die	randomisierte	Bibliothek	der	Trypsiligase	wird	als	Fusion	mit	dem	pK	Hüllprotein	auf	der	Pha-
gen-Oberfläche	präsentiert	und	bildet	so	den	Phagenpool.	Dieser	wird	 zu	dem	 immobilisierten	
Substrat	mit	YRH-Erkennungssequenz	gegeben.	Katalytisch	aktive	Varianten	bilden	nun	ein	Acyl-
Enzym-Intermediat	wodurch	der	Enzym-Phagen-Komplex	kovalent	immobilisiert	wird.	Ungebun-
dene	Phagen	oder	Varianten	mit	instabilem	Acyl-Enzym-Intermediat	werden	durch	Waschen	ent-
fernt.	Phagen-Varianten-Kombinationen	mit	stabilem	Acyl-Enzym-Intermediat	werden	durch	Zu-
gabe	des	peptidischen	Nukleophils	eluiert,	da	so	die	Deacylierung	stattfinden	kann,	während	nicht	
zu	Deacylierung	fähige	Varianten	an	der	Matrix	verbleiben.	Eluierte	Phagen	werden	zur	Reinfek-
tion	von	E.	coli	eingesetzt	und	so	amplifiziert.	Diese	angereicherten	Varianten	können	nun	einem	
Screening	oder	einer	weiteren	Selektionsrunde	zugeführt	werden.	
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Um	die	stark	eingeschränkte	Anwendbarkeit	der	Selektion	mittels	Phagen-Display	

zur	Optimierung	der	Trypsiligase	 aufgrund	der	escape-Mutanten	zu	 adressieren	

und	diese	Selektionsstrategie	erfolgreich	anwenden	zu	können,	hat	Herr	Dr.	Mar-

cus	Böhme	(AG	Bordusa,	MLU	Halle-Wittenberg	(Böhme,	TgTH))	im	Rahmen	sei-

ner	Promotionsarbeit	verschiedene	Optimierungsmaßnahmen	angewendet.	Diese	

Maßnahmen	betrafen	zum	einen	das	Bibliotheksdesign,	wobei	hier	durch	die	Ver-

wendung	 von	 Nukleosid-Trimer-Phosphoramiditen	 anstatt	 von	 NNK-Motiven	

(siehe	 auch	 H.T)	 und	 die	 Durchführung	 einer	 Leserahmenselektion	 sowohl	

Stoppcodone	als	 auch	 frameshift-Mutationen	vermieden	wurden.	 So	konnte	die	

Qualität	der	Variantenbibliothek	deutlich	erhöht	werden.	Zum	anderen	hat	Herr	

Dr.	Böhme	die	Verwendung	eines	 tetA-Promotor/Operators	 im	Phagemid	etab-

liert,	wodurch	eine	Basalexpression	des	Fusionsproteins	aus	Trypsiligase-Variante	

und	pK	Hüllprotein	vermieden	wird.	Insgesamt	ermöglichten	diese	Verbesserun-

gen	die	Durchführung	von	vier	Selektionsrunden	unter	Verwendung	einer	Trypsi-

ligase-Bibliothek	 mit	 sechs	 Randomisierungspositionen	 (HOg,	 A^^,	 KIi,	 LII,	

SHIg,	QHIT),	wobei	der	Selektionsdruck	von	Runde	zu	Runde	durch	Reduzierung	

der	Substrat-	und	Nukleophilkonzentration,	intensiveres	Waschen	und	Verringe-

rung	 der	 Elutionszeit	 erhöht	 wurde.	 Eine	 Anreicherung	 von	 escape-Mutanten	

konnte	im	Zuge	dessen	nicht	beobachtet	werden.	Der	Erfolg	der	getroffenen	Maß-

nahmen	spiegelte	sich	zudem	in	der	identifizierten	Trypsiligase-Variante	TGHg	wi-

der,	deren	Verhältnis	von	Aminolyse-	zu	Hydrolyseaktivität	um	ca.	eine	Größen-

ordnung	erhöht	war.	 Folgerichtig	wurde	dieses	 Selektionssystem	auch	 in	dieser	

Arbeit	angewendet.	

1.5 Trypsiligase 

Bei	der	Trypsiligase	handelt	es	sich	um	eine	Variante	der	Serinprotease	Trypsin,	

welche	 sich	 von	 dem	 Wildtyp-Enzym	 um	 die	 vier	 Mutationen	 K_gE,	 NHOKH,	

EH^HH	und	DHJIK	unterscheidet	(Liebscher,	Schöpfel,	et	al.,	TgHO).	Dieser	Bioka-

talysator	wurde	mit	dem	Ziel	entwickelt,	eine	effiziente,	vielseitig	einsetzbare	und	

ortsgerichtete	Modifikation	von	Proteinen	am	N-	und	C-Terminus	zu	ermöglichen.	

Die	Grundlage	 für	diese	Entwicklung	wurde	 im	Zuge	der	Promotionsarbeit	 von	

Frau	Dr.	 Kathrin	 Rall	 in	 der	Arbeitsgruppe	 von	 Prof.	 Dr.	 Frank	 Bordusa	 (MLU	
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Halle-Wittenberg)	gelegt.	Basierend	auf	der	grundsätzlichen,	mikroskopischen	Re-

versibilität	enzymatischer	Reaktionen	(Bergmann	&	Fraenkel-Conrat,	HIKJ)	und	

dem	Substratmimetika-Konzept	(Bordusa	et	al.,	HIIi;	Schellenberger	et	al.,	HIIH)	

sollte	hier	eine	Trypsin-Variante	generiert	werden,	welche	verbesserte	Syntheseei-

genschaften	 zeigt	und	eine	 effiziente	Peptidligation	ermöglicht.	Aus	 einem	um-

fangreichen,	 rationalen	Enzym-Engineering	resultierte	hier	die	Trypsin-Variante	

K_gE,	DHJIK	als	das	effizienteste	Enzym,	welches	in	Acyltransferreaktionen	mit	

O-Guanidinophenylester-basierten	 Substratmimetika	 und	 Modellpeptiden	 zwar	

Ausbeuten	von	über	Ig	%	erreichte,	jedoch	bei	der	N-terminalen	Modifikation	ei-

ner	Ribonuklease	A	nur	J,i	%	Ausbeute	generieren	konnte.	Dabei	konnte	jedoch	

keine	 Degradation	 der	 Ribonuklease	 A	 durch	 die	 Trypsin-Variante	 beobachtet	

werden,	was	im	Gegensatz	dazu	für	Wildtyp-Trypsin	bereits	gezeigt	wurde	(Rall,	

TggO).	Anhand	der	durchgeführten	Acyltransferreaktionen	wurden	hier	außerdem	

Rückschlüsse	auf	die	durch	die	eingeführten	Mutationen	erzielten	Effekte	getrof-

fen.	So	führte	die	Mutation	DHJIK	zu	einer	veränderten	Spezifität	im	SH-Bereich	

des	Trypsins	von	basischen	(Lysin,	Arginin)	hin	zu	aromatischen	Seitenketten	(Ty-

rosin)	und	zu	einer	verringerten	Amidaseaktivität.	Die	Mutation	K_gE	erhöhte	zu-

dem	 die	 Akzeptanz	 für	 die	 verwendeten	 Substratmimetika	 im	 SH‘-Bereich	 und	

führte	zu	einer	weiteren	Verringerung	der	Amidaseaktivität	zugunsten	eines	er-

höhten	Verhältnisses	von	Esterase-	zu	Amidaseaktivität.	

Um	die	Syntheseeffizienz	von	Trypsin	als	Biokatalysator	für	eine	N-	und	C-termi-

nale	Modifizierung	von	Proteinen	zu	steigern,	hat	Frau	Dr.	Sandra	Liebscher	(AG	

Bordusa,	MLU	Halle-Wittenberg)	im	Zuge	ihrer	Promotionsarbeit	die	Trypsin-Va-

riante	K_gE,	DHJIK	um	die	Mutationen	NHOKH,	EH^HH	erweitert,	was	eine	Me-

tallionen-induzierte	Spezifität	für	Peptidsubstrate	mit	Histidin	in	PT‘-Position	er-

zeugen	und	die	Aminolyseaktivität	steigern	sollte	(Liebscher,	TggJ;	Willett	et	al.,	

HII^,	HII_).	Die	resultierende	Trypsin-Variante	K_gE,	NHOKH,	EH^HH,	DHJIK,	

welche	später	Trypsiligase	getauft	wurde	(Liebscher,	Schöpfel,	et	al.,	TgHO),	zeigte	

eine	hohe	Spezifität	für	die	Aminosäuresequenz	YRH	und	eine	Abhängigkeit	von	

Zink-Ionen.	Unter	Verwendung	der	Trypsiligase	konnten	quantitative	Umsätze	in	

Acyltransferreaktionen	mit	 O-Guanidinophenylester-basierten	 Substratmimetika	

und	Modellpeptiden	 erreicht	 werden.	 Zudem	 konnte	 eine	 Reihe	 verschiedener	
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Proteine	wie	humanes	Cyclophilin	HJ,	Parvulin	Hg	aus	E.	coli	oder	humanes	PinH	

unter	Verwendung	diverser	Funktionalitäten	und	mit	Ausbeuten	von	über	Ig	%	

am	N-Terminus	modifiziert	werden.	

 
Abbildung	K:	Funktionsprinzip	der	Trypsiligase-katalysierten	Modifikation	von	Proteinen.	
Bei	der	N-terminalen	Modifizierung	(links)	wird	zunächst	die	Peptidbindung	zwischen	Tyrosin	und	
Arginin	 in	 der	 Erkennungssequenz	 am	N-Terminus	des	 Zielproteins	 (grün)	mittels	 Trypsiligase	
(blau)	hydrolysiert.	Durch	Zugabe	eines	mit	O-Guanidinophenylester	funktionalisierten	Payloads	
(rot)	kann	das	freigesetzte	RH-Motiv	in	einer	Acyltransferreaktion	mittels	Trypsiligase	konjugiert	
werden.	Der	erste	Schritt	der	C-terminalen	Modifikation	(rechts)	ist	ebenfalls	die	Spaltung	der	Y-
R-Peptidbindung,	bei	der	die	Trypsiligase	ein	Acyl-Enzym-Intermediat	mit	der	Carbonyl-Gruppe	
des	Tyrosins	bildet.	Ein	hinzugefügtes	peptidisches	Nukleophil	mit	N-terminaler	RH-Sequenz,	wel-
ches	zuvor	mit	dem	Payload	funktionalisiert	wurde,	fungiert	als	Acyl-Akzeptor,	was	zur	Deacylie-
rung	des	Intermediats	mittels	Aminolyse	und	damit	zur	Modifikation	des	Proteins	am	C-Terminus	
führt.	

Soll	 die	Trypsiligase	 zur	Modifikation	eines	Proteins	 am	N-Terminus	 eingesetzt	

werden	(Abbildung	O,	links),	wird	die	YRH-Erkennungssequenz	dort	gentechnisch	

eingeführt,	wobei	diese	N-terminal	um	eine	Affinitätsfusion,	z.B.	für	eine	Affini-

tätschromatografie,	 verlängert	 werden	 kann.	 Im	 ersten	 Schritt	 katalysiert	 die	

Trypsiligase	hier	die	hydrolytische	Spaltung	der	Peptidbindung	zwischen	Tyrosin	



Einleitung 

 26 

und	Arginin,	was	auf	die	native	Hydrolyseaktivität	zurückzuführen	ist.	Durch	Zu-

gabe	 eines	 O-Guanidinophenylesters	 katalysiert	 die	 Trypsiligase	 nun	 eine	

Acyltransferreaktion.	Dabei	dient	die	Esterkomponente	 als	 Substratmimetikum,	

was	 in	 der	 Ausbildung	 eines	 kovalenten	 Acyl-Enzym-Intermediates	 resultiert,	

während	das	O-Guanidinophenol	die	Abgangsgruppe	darstellt.	In	der	anschließen-

den	Deacylierung	fungiert	das	RH-Motiv	am	freien	N-Terminus	des	Zielproteins	

als	Acylakzeptor.	So	wird	eine	Säureamidbindung	geknüpft,	die	keine	YRH-Erken-

nungssequenz	aufweist,	wodurch	eine	Sekundärhydrolyse	hier	ausgeschlossen	ist	

und	quantitative	Produktausbeuten	erreicht	werden.	Neben	den	bereits	genannten	

Anwendungsbeispielen	wurde	die	Effizienz	dieser	Modifikationsstrategie	auch	be-

reits	 an	 Rezeptoren	 wie	 EGFR	 (epidermaler	 Wachstumsfaktor-Rezeptor)	 oder	

CDHOi	auf	der	Oberfläche	 lebender	Zellen	demonstriert	 (Liebscher	et	al.,	TgTH;	

Liebscher,	Schöpfel,	et	al.,	TgHO;	Meyer	et	al.,	TgH_).	

Die	 C-terminale	 Modifikation	 mittels	 Trypsiligase	 verläuft	 hingegen	 über	 eine	

ortsspezifische	Transamidierungsreaktion	(Abbildung	O,	 rechts).	Hier	kommt	es	

zunächst	ebenfalls	zur	Spaltung	der	Peptidbindung	zwischen	Tyrosin	und	Arginin,	

wobei	eine	kovalente	Bindung	zwischen	dem	aktiven	Serin	HI^	und	der	Carbonyl-

Funktion	des	Tyrosins	gebildet	wird,	wodurch	ein	Acyl-Enzym-Intermediat	ent-

steht.	Anstelle	einer	hydrolytischen	Spaltung	dieses	Intermediats	durch	ein	Was-

sermolekül	als	Nukleophil,	wie	es	bei	Wildtyp-Trypsin	der	Fall	wäre,	katalysiert	

Trypsiligase	vorzugsweise	eine	Aminolyse.	Ein	dem	Ansatz	hinzugefügtes	Peptid	

mit	N-terminalem	RH-Motiv,	welches	zuvor	mit	der	gewünschten	Funktionalität	

konjugiert	wurde,	agiert	hier	anhand	der	freien	Aminogruppe	am	N-Terminus	als	

Nukleophil.	In	der	Folge	kommt	es	zur	Deacylierung	des	Acyl-Enzym-Intermediats	

durch	Aminolyse,	wodurch	eine	neue	Peptidbindung	zwischen	dem	C-terminalem	

Tyrosin	des	Proteins	und	dem	Arginin	am	N-Terminus	des	hinzugefügten	Peptides	

entsteht.	Mit	dieser	Methode	wurde	eine	Vielzahl	von	Funktionalitäten	wie	Poly-

mere,	Toxine,	Click-Anker	und	Fluoreszenzfarbstoffe	an	Fab-Fragmente	verschie-

dener	 Spezifitäten	 konjugiert	 (Liebscher,	 Kornberger,	 et	 al.,	 TgHO;	Meyer	 et	 al.,	

TgH_).	

Eine	 wesentliche	 Einschränkung	 der	 C-terminalen	 Proteinmodifikation	 mittels	

Trypsiligase	 ergibt	 sich	 aus	 der	 Neubildung	 der	 Erkennungssequenz	 YRH	 im	
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Aminolyseprodukt	 und	 einer	 verbleibenden,	nativen	Hydrolyseaktivität	 des	 En-

zyms.	 Diese	 beiden	 Faktoren	 führen	 sowohl	 zu	 einer	 primären	 Hydrolyse	 des	

Eduktes,	als	auch	zu	einer	sekundären	Hydrolyse	des	Produktes,	was	die	erreich-

bare	Ausbeute	stark	limitiert.	Hinzu	kommt,	dass	auch	die	Rückbildung	des	Edu-

ktes	möglich	ist,	wenn	das	Aminolyseprodukt	wieder	als	Substrat	agiert	und	es	zur	

Aminolyse	 des	 Acyl-Enzym-Intermediats	 durch	 das	 RH-Motiv	 tragende	 Peptid	

kommt,	welches	vom	Eduktprotein	in	einer	vorrangegangenen	Transamidierungs-

reaktion	abgespalten	wurde.	Dadurch	ist	die	erreichbare	Ausbeute	in	der	Transa-

midierung	auch	von	dem	eingesetzten	Überschuss	an	Nukleophil-Peptid	abhängig.	

So	 konnten	 im	 Zuge	 der	C-terminalen	Modifikationen	 von	 Proteinen,	 wie	 bei-

spielsweise	Fab-Fragmenten,	nur	Ausbeuten	von	maximal	KI	%	erreicht	werden,	

was	auf	die	genannten	Faktoren	zurückzuführen	ist	(Liebscher,	TggJ).	Hier	exis-

tiert	dementsprechend	ein	Potential	zur	Optimierung	der	Syntheseeffizienz	einer	

Trypsiligase-katalysierten	Proteinmodifikation	am	C-Terminus.	Dabei	ist	das	Ver-

hältnis	 von	 Aminolyse-	 zu	Hydrolyseaktivität	 entscheidend,	 welches	 zugunsten	

der	Aminolyse	 verändert	werden	muss,	um	einen	optimierten	Biokatalysator	 zu	

erhalten.	

1.6 Ortsspezifische Proteinmodifikation und ADCs 

Es	gibt	eine	Vielzahl	praktischer	Anwendungen	von	Proteinkonjugaten,	die	sich	

über	diverse	Bereiche	wie	Lebensmittel,	Textilien,	Biomaterialien	und	pharmazeu-

tische	Industrie	erstrecken	(Milczek,	TgHJ).	Insbesondere	in	den	Bereichen	Thera-

peutika	 und	 Diagnostik	 gibt	 es	 zahlreiche	 Beispiele	 für	 Proteine,	 die	 mit	 ver-

schiedensten	Molekülen	oder	Funktionalitäten	wie	Toxinen	(Chari	et	al.,	TgHO),	

Polymeren	(Y.	Wang	&	Wu,	TgHJ),	Oligonukleotiden	(Dovgan	et	al.,	TgHI),	Poly-

sacchariden	(Ferguson	et	al.,	TgTg),	Nanopartikeln	(Spicer	et	al.,	TgHJ)	oder	sogar	

anderen	Proteinen	(Baalmann	et	al.,	TgTg;	Voigt	et	al.,	TgTT)	modifiziert	wurden.	

Aus	diesen	unterschiedlichen	Kombinationen	von	Proteinen	und	Funktionalitäten	

ergibt	sich	eine	entsprechend	breite	Palette	von	Anwendungsmöglichkeiten.	Dar-

über	hinaus	ist	die	Fluoreszenzmarkierung	von	Proteinen	zur	Verfolgung	in	Echt-

zeit	eine	sehr	verbreitete	Methode	in	den	Biowissenschaften	(Krall	et	al.,	TgH_).	
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Ein	wesentlicher	Punkt	bei	der	Proteinmodifikation	ist	natürlich	die	Erhaltung	der	

Funktion	des	Proteins.	Insbesondere	der	Ort	der	Modifikation	und	die	Größe	der	

eingeführten	Funktionalität	haben	hier	einen	entscheidenden	Einfluss	(Hoyt	et	al.,	

TgHI).	Entsprechend	hoch	ist	der	Bedarf	an	ortsspezifischen	Modifikationsmetho-

den,	die	homogene	Biokonjugate	ergeben.	Dies	gilt	insbesondere	für	Antikörper-

Wirkstoff-Konjugate	 (engl.	 antibody-drug	 conjugates;	 ADCs).	 Diese	 Biopharma-

zeutika	werden	vor	allem	in	der	Krebstherapie	eingesetzt	und	bestehen	aus	drei	

wesentlichen	Komponenten:	dem	Antikörper,	einem	Toxin	und	einem	Linker,	der	

die	beiden	ersten	kovalent	miteinander	verbindet.	Das	Konzept	der	ADCs	besteht	

darin,	dass	der	Antikörper	 gezielt	 zytotoxische	Wirkstoffe	 zu	 tumorassoziierten	

Antigenen	transportiert.	Auf	diese	Weise	werden	Krebszellen	oder	solide	Tumore	

selektiv	angegriffen,	während	gesundes	Gewebe	geschont	wird.	Dadurch	wird	das	

therapeutische	Fenster	im	Vergleich	zur	klassischen	Chemotherapie	erheblich	er-

weitert	(Birrer	et	al.,	TgHI).	

Frühe	Konjugationstechnologien	zur	Herstellung	von	ADCs	basierten	auf	chemi-

schen	 Methoden	 unter	 Verwendung	 von	 Lysin-	 und	 Cystein-Seitenketten	

(Drachman	&	 Senter,	 TgHK).	 Rund	 Kg	 Jahre	ADC-Forschung	 haben	 jedoch	 ein-

drucksvoll	gezeigt,	dass	heterogene	Produktgemische,	die	mit	klassischen	chemi-

schen	Methoden	hergestellt	werden,	hinsichtlich	 ihrer	Wirksamkeit	und	Sicher-

heit	stark	limitiert	sind	(Walsh	et	al.,	TgTH).	Neben	anderen	erfolgskritischen	Fak-

toren,	wie	der	Auswahl	des	richtigen	Antigens,	Antikörpers,	Toxins	und	Linkers,	

ist	auch	das	verwendete	Konjugationsverfahren	entscheidend	(Beck	et	al.,	TgHi).	

Dies	wird	zusätzlich	durch	die	Tatsache	unterstrichen,	dass	sowohl	der	Ort	der	

Modifikation	am	Antikörper	als	auch	die	Anzahl	der	konjugierten	Wirkstoffmole-

küle	einen	erheblichen	Einfluss	auf	das	pharmakokinetische	Profil	eines	ADC	ha-

ben	(Hamblett	et	al.,	TggO;	Strop	et	al.,	TgH^).	Daraus	ergibt	sich	folgerichtig	ein	

Bedarf	an	ortsspezifischen	Technologien	 für	die	Herstellung	von	ADCs,	die	eine	

vollständige	Kontrolle	über	die	oben	genannten	Punkte	ermöglichen.	

Um	dieser	Nachfrage	gerecht	zu	werden,	wurden	einerseits	chemische	Methoden	

weiterentwickelt,	 die	 kontrollierte	 und	 ortsspezifische	 Veränderungen	 ermögli-

chen.	Eine	sehr	verbreitete	und	bekannte	Technologie	verwendet	artifizielle	Cys-

teine	 und	 wird	 THIOMAB	 genannt.	 Die	 Cysteine	 werden	 durch	 genetische	
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Modifikation	eingefügt	und	dann	mit	klassischer	Maleimid-basierter	Chemie	mo-

difiziert	 (Junutula	 et	 al.,	 TggJ).	 Eine	Methode	 die	 stattdessen	 die	 vorhandenen	

Cysteine	der	interchenaren	Disulfidbrücken	nutzt,	wird	Disulfid-Neuverbrückung	

genannt.	Dabei	werden	bis-reaktive	Verbindungen	verwendet,	um	die	zuvor	redu-

zierten	Disulfidbrücken	wieder	zu	verbinden	und	das	Toxin	einzuführen.	Bissul-

fone	(Badescu	et	al.,	TgHO;	Bryant	et	al.,	TgH^),	Maleimide	der	nächsten	Generation	

(Behrens	et	al.,	TgH^;	Schumacher	et	al.,	TgHO)	und	Pyridazindione	(Maruani	et	al.,	

TgH^;	Robinson	et	al.,	TgHi)	werden	dabei	häufig	eingesetzt.	Andere	Technologien	

konzentrieren	sich	auf	die	Verwendung	von	nicht-kanonischen	Aminosäuren.	Sie	

werden	durch	eine	Erweiterung	des	genetischen	Codes	in	die	Antikörper	eingebaut	

(C.	C.	Liu	&	Schultz,	TgHg;	Young	&	Schultz,	TgHg),	während	die	Konjugation	z.B.	

durch	Oxim-Ligation	 (Axup	 et	 al.,	 TgHT),	 Azid-Alkin-Cycloaddition	 (Ahn	 et	 al.,	

TgTg)	oder	Diels-Alder-Cycloaddition	(St.	Amant	et	al.,	TgHI)	erfolgt.	Ein	recht	

neuer	und	innovativer	Ansatz	ist	die	Verwendung	von	Affinitätspeptiden	für	die	

Herstellung	von	ADCs.	Diese	Peptide	binden,	 ähnlich	wie	Protein	G	oder	A,	 an	

bestimmte	Regionen	des	Antikörpers.	Integrierte	reaktive	Gruppen	bewirken	an-

schließend	 eine	 kovalente	 Modifikation	 an	 der	 Bindungsstelle	 (Matsuda	 et	 al.,	

TgTg;	Yamada	et	al.,	TgHI).	

Als	Alternative	zu	den	genannten	chemischen	Methoden	wurden	auch	einige	en-

zymatische	Techniken	zur	ortsspezifischen	Modifizierung	von	Antikörpern	entwi-

ckelt.	Schließlich	liegt	diese	Entwicklung	auf	der	Hand,	da	Enzyme	aufgrund	ihrer	

intrinsischen	Chemo-	und	Regioselektivität	ein	hohes	Maß	an	Kontrolle	in	Bezug	

auf	die	Modifizierungsstelle	und	den	Beladungsgrad	bieten,	was	einerseits	die	Her-

stellung	homogener	ADCs	erleichtert	 (van	Berkel	&	van	Delft,	TgHJ),	aber	auch	

andere	 komplexe	 antikörperähnliche	 Konstrukte	 wie	 bispezifische	 Formate	 zu-

gänglich	macht	(Voigt	et	al.,	TgTT).	Zudem	funktionieren	Enzyme	unter	sehr	mil-

den	Reaktionsbedingungen.	Die	bakterielle	Transglutaminase	ist	hier	ein	promi-

nentes	Beispiel.	Dieses	Enzym	katalysiert	die	Bildung	einer	Isopeptidbindung	zwi-

schen	der	g-Carbamoylgruppe	einer	Glutaminseitenkette	und	einer	primären	Ami-

nogruppe	(z.	B.	Lysin).	Diese	Reaktivität	wurde	genutzt,	um	Antikörper	über	eine	

genetisch	eingeführte	LLQGA-Erkennungssequenz	(Strop	et	al.,	TgHK,	TgH^)	oder	

das	native	Glutamin	TI^	nach	Deglykosylierung	(Dennler	et	al.,	TgHO;	Jeger	et	al.,	



Einleitung 

 30 

TgHg)	zu	modifizieren	und	ADCs	zu	erzeugen.	Sortase	A	ist	ein	weiteres	Beispiel	

für	einen	solchen	Biokatalysator.	Es	erkennt	die	Peptidsequenz	LPETG	und	kata-

lysiert	eine	Transpeptidierung	in	Anwesenheit	eines	Peptid-Nukleophils	mit	N-ter-

minaler	Oligoglycin-Sequenz	(Popp	et	al.,	Tggi).	Dieser	Ansatz	wird	von	der	NBE	

Therapeutics	AG	erfolgreich	als	SMAC-Technologie	vermarktet	und	für	die	ADC-

Produktion	eingesetzt	(D’Amico	et	al.,	TgHI;	Stefan	et	al.,	TgHi).	Eine	weitere	en-

zymbasierte	Technologie	namens	SMARTag	wird	von	Catalent	vermarktet	und	lei-

tet	sich	von	dem	Formylglycin-erzeugenden	Enzym	(FGE)	ab.	Dieser	Biokatalysa-

tor	oxidiert	das	Cystein	der	Erkennungssequenz	CXPXR	zu	einem	Formylglycin,	

das	eine	Aldehydkomponente	trägt.	Diese	Reaktion	kann	in	vivo	durch	Koexpres-

sion	des	FGE	durchgeführt	werden,	woraufhin	die	Aldehydgruppe	mit	einer	belie-

bigen	Funktionalität	mittels	Hydrazino-Pictet-Spengler-Ligation	konjugiert	wer-

den	kann	(Agarwal	et	al.,	TgHK;	Rabuka	et	al.,	TgHT).	Mit	dieser	Technologie	wur-

den	 bereits	 verschiedene	 ADCs	 hergestellt	 (Barfield	 et	 al.,	 TgTg;	 Drake	 et	 al.,	

TgHJ).	Da	 IgG-Antikörper	 ein	Glykosylierungsmuster	 tragen,	wurde	 auch	dieses	

Strukturmerkmal	 für	 eine	 gezielte	 enzymatische	 Modifikation	 genutzt.	 Gly-

coConnect	ist	eine	von	Synaffix	BV	entwickelte	enzymatische	Technologie.	Dabei	

wird	die	Glykankette	zunächst	mit	Hilfe	von	Endoglykosidase	bis	zum	terminalen	

N-Acetylglucosamin	 abgespalten.	 Dann	 wird	 ein	 azidomodifiziertes	 N-Ace-

tylgalactosamin	unter	Verwendung	einer	Glycosyltransferase	konjugiert,	das	an-

schließend	mittels	 Click-Chemie	 funktionalisiert	 werden	 kann	 (van	 Geel	 et	 al.,	

TgH^;	Verkade	et	al.,	TgHJ).	

Jede	der	aufgeführten	Technologien	hat	ihre	Vor-	und	Nachteile,	wobei	die	Nach-

teile	oft	auch	auf	die	inhärenten	Eigenschaften	einer	Technologie	zurückzuführen	

sind.	Daraus	ergibt	sich	ein	ständiger	Bedarf	an	neuen,	effizienten	und	möglichst	

flexiblen	Technologien	zur	ortsspezifischen	Modifizierung	von	Antikörpern.	

1.7 Zielstellung 

Das	 übergeordnete	 Ziel	 der	 hier	 vorliegenden	 Arbeit	 ist	 die	 Optimierung	 der	

Trypsiligase	hinsichtlich	der	Syntheseeffizienz	in	der	C-terminalen	Proteinmodifi-

kation.	Dafür	soll	ein	semi-rationales	Enzymdesign	angewendet	werden,	welches	

aus	 den	 folgenden	 drei	 Komponenten	 zusammengesetzt	 ist.	 Zunächst	 soll	 eine	
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randomisierte	Bibliothek	auf	Basis	des	Gens	der	Trypsiligase	generiert	werden,	wo-

bei	unter	Verwendung	von	Nukleosid-Trimer-Phosphoramiditen	zur	Randomisie-

rung	eine	möglichst	hohe	Qualität	 sichergestellt	werden	soll.	Daraufhin	werden	

verbesserte	Varianten	mittels	Phagen-Display	und	unter	Verwendung	der	in	der	

Arbeitsgruppe	von	Prof.	Dr.	Frank	Bordusa	(MLU	Halle-Wittenberg)	etablierten	

Selektionsstrategie	angereichert.	Die	Identifikation	optimierter	Varianten	erfolgt	

daraufhin	anhand	eines	ELISA-basierten	Hochdurchsatzscreenings	im	Mikrotiter-

platten-Format.	Für	dieses	Screening	soll	im	Rahmen	dieser	Arbeit	auch	die	Bio-

synthese	 der	 Trypsiligase-Varianten	 im	Mikrotiterplatten-Format	 validiert	 wer-

den.	

Nach	Selektion	und	Screening	sollen	die	Gene	der	 identifizierten	und	potentiell	

optimierten	Varianten	zunächst	sequenziert	werden,	um	Informationen	über	die	

vorliegenden	 Aminosäureaustausche	 zu	 erhalten.	 Daraufhin	 erfolgt	 die	 Biosyn-

these	der	Einzelvarianten	im	größeren	Maßstab,	um	sie	einer	primären	Charakte-

risierung	 hinsichtlich	 maximal	 erreichbarer	 Ausbeute	 und	 dem	 Verhältnis	 von	

Aminolyse-	zu	Hydrolyseaktivität	unter	Verwendung	von	Peptidsubstraten	in	ei-

ner	Modellreaktion	zu	unterziehen.	Die	auf	Grundlage	dieser	Daten	vielverspre-

chendste	Trypsiligase-Variante	soll	anschließend	in	einer	detaillierten	Charakteri-

sierung	hinsichtlich	ihrer	enzymkinetischen	Parameter	KM	und	kcat,	der	Synthese–

effizienz,	der	Abhängigkeit	von	der	Konzentration	an	Zink-Ionen	und	der	Abhän-

gigkeit	vom	pH-Wert	untersucht	werden.	

Letztendlich	soll	auch	die	praktische	Anwendbarkeit	der	generierten	Trypsiligase-

Varianten	 anhand	 eines	 praxisorientierten	 Beispiels	 validiert	werden.	 In	Anleh-

nung	an	die	enzymatische	Herstellung	von	Antikörper-Wirkstoff-Konjugaten	soll	

hier	das	Fab-Fragment	eines	etablierten	und	therapierelevanten	Antikörpers	wie	

Trastuzumab	als	Modellprotein	für	eine	C-terminale	Modifikation	verwendet	wer-

den.	Hier	 soll	 die	 Syntheseeffizienz	 anhand	von	Produkt-Zeit-Kurven	verifiziert	

und	durch	den	Reaktionsverlauf	begleitende	LC/MS-Analytik	sichergestellt	wer-

den,	 dass	 die	Modifikation	 ortsspezifisch	 und	 ohne	Nebenprodukte	 stattfindet.	

Unter	Verwendung	eines	konzentrationsabhängigen	ELISA	soll	zudem	überprüft	

werden,	ob	die	Bindungsfunktionalität	des	Fab-Fragmentes	durch	die	Modifika-

tion	beeinträchtigt	wird.	
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2 Material 

2.1 Chemikalien 

Die	verwendeten	Chemikalien	und	Reagenzien	wurden,	insofern	nicht	anders	an-

gegeben,	mindestens	mit	dem	Reinheitsgrad	zur	Analyse	von	einem	der	folgenden	

Anbieter	 bezogen:	AppliChem	GmbH	 (Darmstadt),	 Carl	 Roth	 GmbH	+	Co.	 KG	

(Karlsruhe),	 Sigma-Aldrich	 Chemie	 GmbH	 (Taufkirchen),	 VWR	 International	

GmbH	(Darmstadt).	

2.2 Oligonukleotide 

Die	in	Tabelle	T	aufgelisteten	Oligonukleotide	wurden	entsalzt	und	lyophilisiert	

von	Life	Technologies	GmbH	bzw.	Thermo	Fisher	Scientific	GmbH	(Darmstadt)	

bezogen.		

Tabelle	H:	Übersicht	der	Oligonukleotide	

Bezeichnung	 Sequenz	(^‘-K‘)	

LibRW_SF_fwd	 CTACATACCGGTGCCATGGCCATTGTTGGTGGTTATAC	

LibRW_SF_rev	 GCTAGAACGCGTCTCAAAGTTCGGGTGTTTGATG	

LibRW_IF_fwd	 GTCAGCACCGGTCTCAACGATATCATGCTGATC	

LibRW_IF_rev	 GCTAGAACGCGTCTCAACGATACCCTGCAGTTC	

LibRW_EF_fwd	 GAATGTACCGGTCTCCTGCCGGATAATCCGGGTG	

LibRW_EF_rev	 GTACGTACGCGTGTTACCGCTACCGGATCC	

LibRW_RF_anti	 GTGAATACCACGCGTCTC	

ModLibs_fwd	 CCAGACTTACGCTCCAATTC	

ModLibs_rev	 TCTGCGTTAACCGAGACTAC	

Seq_pelB_pMB	 CTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTG 

pPICZ_MW_fwd	 GTGGTGGTAGCCTGATCAAC	

pPICZ_MW_rev	 GTTGGCTGCAATGGTGTCCTG	

pPICZ_BsaI_fwd	 AGCCTACATGGTCTCCTCGAGAAAAGGATTGTTGGTGGT-
TATACCTGTC	
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Bezeichnung	 Sequenz	(^‘-K‘)	

pPICZ_BsaI_rev	 GTGAATACCGGTCTCACCGGTTTATTAGTTGGCTGCAAT-
GGTGTCCTG	

pPICZ_seq_fwd	 GCTCCAGTCAACACTACAACAG	

pIBO_OTn_rev	 CGTACGACCGGTTTATTAGTTGGCTGCAATGGTGTCCTG 

Für	die	Bibliothekskonstruktion	wurden	randomisierte	Oligonukleotide	von	Ella	

Biotech	GmbH	(Martinsried)	bezogen.	Diese	wurden	mittels	HPLC	gereinigt	und	

lyophilisiert	geliefert.	Die	Randomisierung	an	den	mit	NNN	gekennzeichneten	Po-

sitionen	erfolgte	unter	der	Verwendung	von	Nukleosid-Trimer-Phosphoramiditen,	

wobei	 ausschließlich	 HI	 verschiedene	 Codone	 für	 HI	 kanonische	 Aminosäuren	

(kein	Cystein)	zugelassen	wurden.	

Tabelle	I:	Übersicht	der	randomisierten	Oligonukleotide	

Bezeichnung	 Sequenz	(^‘-K‘)	

LibRW_RFH.K_sense	 AGCCTACATACCGGTCTCAACTTTNNNNNNAAAACTNN-
NAACAACGATGAGACGCGTGGTATTCAC	

LibRW_RFT.K_sense	 AGCCTACATACCGGTCTCATCGTTNNNTGGGGTTATNNNT-
GTNNNCTGCCGGAGACGCGTGGTATTCAC	

2.3 Plasmide 

Die	im	Zuge	dieser	Arbeit	verwendeten	oder	generierten	Plasmide	sind	in	Tabelle	

O	aufgelistet.		

Tabelle	K:	Übersicht	der	verwendeten	Plasmide	

Bezeichnung	 Eigenschaften/Verwendung	 Quelle	

pMA_OTn-cuo-
lib	

Klonierungsvektor,	für	die	Codonverwen-
dung	von	E.	coli	optimiertes	Gen	der	Trypsi-
ligase,	AmpR,	ColEH	ori	

Geneart	AG	(Regens-
burg)	

pInSALect_	
NWG-H	

Plasmid	für	die	Leserahmenselektion,	Tat-
Signalsequenz,	b-Lactamase-Gen	(TEM-H),	
CmR,	ColEH	ori	

Sven	Pfeifer	(NWG	
Künstl.	Bindeprote-
ine,	MLU	Halle-Wit-

tenberg)	

pMBgO_sfGFP	
Phagemid,	Tetracyclin-Promotor,	pelB-Sig-
nalsequenz,	sfGFP-Gen,	amber-Stoppcodon,	
DpIII,	AmpR,	TetR,	ColEH	ori,	fH	ori	

Marcus	Böhme	(AG	
Bordusa,	MLU	Halle-

Wittenberg)	
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Bezeichnung	 Eigenschaften/Verwendung	 Quelle	

pMBgO_	
LibRW_H._	

pMBgO-Phagemid	mit	randomisierter	
Trypsiligase-Bibliothek	 diese	Arbeit	

pMBgO_	
LibRW_H.__	
Out_RdH-O	

pMBgO	mit	Trypsiligase-Bibliothek	als	Out-
put	nach	H-O	Phagen-Display	Selektionsrun-
den	

diese	Arbeit	

pPICZaA	

Expressionsvektor	für	P.	pastoris	XJJ,	AOXH	
Promotor,	a-Faktor-Sekretionssignal,	MCS,	
Myc-Tag,	His_-Tag,	AOXH	Terminator,	TEFH	
Promotor,	EMi	Promotor,	BleoR,	CYCH	Ter-
minator,	ColEH	ori	

Life	Technologies	
GmbH	(Darmstadt)	

pPICZaA_	
LibRW_	

H.__Out_RdO	

pPICZaA-Expressionsvektor	mit	Trypsilig-
ase-Bibliothek	als	Output	nach	vier	Phagen-
Display	Selektionsrunden	

diese	Arbeit	

pPICZaA_OTn/	
Variante	

pPICZaA-Expressionsvektor	mit	Gen	für	
Trypsiligase	bzw.	Trypsiligase-Variante	 diese	Arbeit	

pASK_aHerT-
TAAYRH-cMyc	

Expressionsvektor	pASK-IBAiplus	(Tet-Pro-
motor/Repressor,	AmpR,	fH	ori)	für	E.	coli	mit	
Gen	für	HerT-spezifisches	Fab-Fragment	mit	
C-terminaler	AAYRHAAG-cMyc	Aminosäu-
resequenz	an	der	schweren	Kette	

Marcus	Böhme	(AG	
Bordusa,	MLU	Halle-

Wittenberg)	

pASK_aHerT-
TAALRH-cMyc	

Expressionsvektor	pASK-IBAiplus	(Tet-Pro-
motor/Repressor,	AmpR,	fH	ori)	für	E.	coli	mit	
Gen	für	HerT-spezifisches	Fab-Fragment	mit	
C-terminaler	AALRHAAG-cMyc	Aminosäu-
resequenz	an	der	schweren	Kette	

Franziska	Becker	
(AG	Bordusa,	MLU	
Halle-Wittenberg)	

2.4 Mikroorganismen und Bakteriophagen 

In	Tabelle	^	sind	die	in	dieser	Arbeit	verwendeten	Mikroorganismen	aufgelistet.		

Tabelle	N:	Übersicht	der	verwendeten	Mikroorganismen	und	Bakteriophagen	

Stamm	 Genotyp	 Quelle	

E.	coli	

ElectroTen-Blue*	

D(mcrA)MNJ	D(mcrCB-hsdSMR-mrr)MQJ	
endAM	supERR	thi-M	recAM	gyrAST	relAM	
lac	KanR	[F’	proAB	lacIqZDMMW	TnMX	
(TetR)]	

Agilent	Technologies	
Germany	GmbH	&	
Co.	KG	(Waldbronn)	

E.	coli	

Hg-beta*	

D(ara-leu)	QTSQ	araDMJS	fhuA	DlacXQR	
galKMT	galEMW	eMR-	fNXdlacZDMMW	recAM	
endAM	nupG	rpsL	(StrR)	rph	spoTM	D(mrr-
hsdRMS-mcrBC)	

New	England	Biolabs	
GmbH	(Frankfurt	am	

Main)	
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Stamm	 Genotyp	 Quelle	

E.	coli	

^-alpha**	

fhuA>	D(argF-lacZ)UMTS	phoA	glnVRR	
fNX	D(lacZ)MMW	gyrAST	recAM	relAM	
endAM	thi-M	hsdRMQ	

New	England	Biolabs	
GmbH	(Frankfurt	am	

Main)	

E.	coli	

ERTiKJ*	

[F’proA+B+	laclq	D(lacZ)MMW	zzf::TnMX	
(TetR)]	fhuA>	glnVD(lac-proAB)	thi-
MD(hsdS-mcrB)W	

Lucigen	Corp.	(Mid-
dleton,	WI,	USA)	

E.	coli	

BLTH	(DEK)**	

fhuA>	[lon]	ompT	gal	(λ	DEJ)	[dcm]	
∆hsdS	(λ	DEJ	=	λ	sBamHIo	∆EcoRI-B	
int::(lacI::PlacUVW::TQ	geneM)	i>M	∆ninW)	

New	England	Biolabs	
GmbH	(Frankfurt	am	

Main)	

Bakteriophage	

MHKKOi	
-	

New	England	Biolabs	
GmbH	(Frankfurt	am	

Main)	

P.	pastoris	

XKK	
Wildtyp	 Life	Technologies	

GmbH	(Darmstadt)	

*	Zellstämme	wurden	als	elektrokompetente	Präparationen	von	den	Herstellern	bezogen	

**	E.	coli	^-alpha	und	BLTH	(DEK)	wurden	als	chemokompetente	Präparation	bezogen	

2.5 Nährmedien 

Alle	in	Tabelle	_	aufgeführten	Nährmedien	wurden	unter	Verwendung	von	ddHTO	

hergestellt	und	bei	HTH	°C	 für	Tg	min	autoklaviert.	Die	Antibiotika	wurden	den	

Medien	vor	Verwendung	und	bei	Bedarf	in	den	Tabelle	i	zu	entnehmenden	Kon-

zentrationen	zugesetzt.	

Tabelle	O:	Zusammensetzung	der	verwendeten	Nährmedien	

Bezeichnung	 Zusammensetzung	

LB-Medium	 Hg	g/l	Trypton;	^	g/l	Hefeextrakt;	Hg	g/l	NaCl	

LB-Agar	 LB-Medium	mit	H^	g/l	Agar	

LBLS-Medium	 Hg	g/l	Trypton;	^	g/l	Hefeextrakt;	^	g/l	NaCl	

LBLS-Agar	 LBLS-Medium	mit	H^	g/l	Agar	

TxYT-Medium	 H_	g/l	Trypton;	Hg	g/l	Hefeextrakt;	^	g/l	NaCl	

TxYT-Agar	 TxYT-Medium	mit	H^	g/l	Agar	

YPD-Medium	 Hg	g/l	Hefeextrakt;	Tg	g/l	Pepton,	Tg	g/l	D-Glucose	

YPD-Agar	 YPD-Medium	mit	Tg	g/l	Agar	
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Bezeichnung	 Zusammensetzung	

YPDS-Agar	 YPD-Agar	mit	H	M	Sorbitol	

BMD-Medium	 ^g	mM	MES-Puffer,	 pH	_,g;	 HK,O	g/l	 Hefe-Stickstoff-Basisme-
dium	(ohne	Aminosäuren);	Tg	g/l	D-Glucose	

BMM-Medium	 ^g	mM	MES-Puffer,	 pH	_,g;	 HK,O	g/l	 Hefe-Stickstoff-Basisme-
dium	(ohne	Aminosäuren);	Hg	ml/l	Methanol	

Tabelle	R:	Übersicht	der	verwendeten	Antibiotika	

Antibiotika	 c	Stammlsg.	[mg/ml]	 c	Medium	[µg/ml]	

Ampicillin*	 Hgg	 Hgg	

Anhydrotetracyclin**	 T	 g,gT-g,T	

Carbenicillin*	 ^g	 ^g-Hgg	

Kanamycin*	 ^g	 ^g	

Zeocin***	 Hgg	 T^	(für	E.	coli)	/	Hgg	(für	P.	pastoris)	

*	Stammlösung	in	ddHTO;	**	Stammlösung	in	Ethanol	abs.;	***	gebrauchsfertige	Stammlösung	von	Invivo-
Gen	(Toulouse,	Frankreich)	bezogen	

2.6 Enzyme und Proteine 

Die	in	dieser	Arbeit	verwendeten	Enzyme	und	Proteine	sind	in	Tabelle	J	aufgelis-

tet.	Ausgenommen	sind	hier	die	im	Zuge	dieser	Arbeit	generierten	Varianten	der	

Trypsiligase	und	die	Trypsiligase	selbst.	

Tabelle	S:	Übersicht	der	verwendeten	Enzyme	und	Proteine	

Bezeichnung	 Quelle	

Für	molekularbiologische	Arbeiten	

Q^â	High-Fidelity	DNA	Pol.	(T	U/µl)	 New	England	Biolabs	GmbH	
(Frankfurt	am	Main)	

Klenow-Fragment,	DNA	Pol.	I	(^	U/µl)	 New	England	Biolabs	GmbH	
(Frankfurt	am	Main)	

Restriktionsenzyme:	

AgeI	HF	(Tg	U/µl),	BamHI	HF	(Tg	U/µl),	BsaI	HF	
(Tg	U/µl),	BssSI	(Hg	U/µl),	DpnI	(Tg	U/µl),	EspKI	
(Hg	U/µl),	MluI	(Hg	U/µl),	NcoI	HF	(Tg	U/µl),	SacI	HF	
(Tg	U/µl),	ScaI	HF	(Tg	U/µl),	XhoI	(Tg	U/µl)	

New	England	Biolabs	GmbH	
(Frankfurt	am	Main)	
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Bezeichnung	 Quelle	

FastAP	(H	U/µl)	 Thermo	Fisher	Scientific	
Inc.	(Waltham,	MA,	USA)	

TO	DNA	Ligase	(Ogg	U/µl)	 New	England	Biolabs	GmbH	
(Frankfurt	am	Main)	

ELISA-basiertes	Screening	

a-c-Myc-Antikörper,	Maus,	monoklonal	 Sigma-Aldrich	Chemie	
GmbH	(Taufkirchen)	

a-Maus-IgG	(Fc-spezifisch)-HRP-Antikörper,	Ziege,	po-
lyklonal	

Sigma-Aldrich	Chemie	
GmbH	(Taufkirchen)	

C-terminale	Modifikation	des	aHerH-Fab-Fragments	

aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc	 diese	Arbeit	

aHerT-Fab-TAALRH-cmyc	 Julia	Simon	(AG	Bordusa,	
MLU	Halle-Wittenberg)	

Funktionsanalyse	mittels	ELISA	

Humane	 Ektodomäne	 des	 HerT-Rezeptors	 (rekombi-
nant;	Hgg	ng/µl)	

Fisher	Scientific	GmbH	
(Schwerte)	

a-Human-IgG	 (Fab-spezifisch)-HRP-Antikörper,	Ziege,	
polyklonal	

Sigma-Aldrich	Chemie	
GmbH	(Taufkirchen)	

2.7 Referenzstandards, Kits und Reagenzien 

Tabelle	I	zeigt	die	verwendeten	Referenzstandards,	Kits	und	Reagenzien.	

Tabelle	W:	Übersicht	der	verwendeten	Referenzstandards,	Kits	und	Reagenzien	

Bezeichnung	 Quelle	

Für	molekularbiologische	Arbeiten	

Ultra	Low	Range	DNA	Ladder	(Hg-Kgg	bp)	 Thermo	Fisher	Scientific	Inc.	
(Waltham,	MA,	USA)	

GeneRuler	MXX	bp	DNA	Ladder	(Hgg-H.ggg	bp)	 Thermo	Fisher	Scientific	Inc.	
(Waltham,	MA,	USA)	

GeneRuler	M	kb	Plus	DNA	Ladder	(i^-Tg.ggg	bp)	 Thermo	Fisher	Scientific	Inc.	
(Waltham,	MA,	USA)	

NucleoSpin	Plasmid	EasyPure	 Macherey-Nagel	GmbH	&	Co.	
KG	(Düren)	
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Bezeichnung	 Quelle	

NucleoSpin	Gel	and	PCR	Clean-up	 Macherey-Nagel	GmbH	&	Co.	
KG	(Düren)	

dNTPs	Mix	(Hg	mM)	 New	England	Biolabs	GmbH	
(Frankfurt	am	Main)	

SYBR	Safe	Gel-Färbemittel	(Hg.gggx)	 Thermo	Fisher	Scientific	Inc.	
(Waltham,	MA,	USA)	

Für	proteinbiochemische	Arbeiten	

PageRulerä	Prestained	Protein	Ladder,	MX	to	MNX	kDa	 Thermo	Fisher	Scientific	Inc.	
(Waltham,	MA,	USA)	

ELISA	

TMB	ONE	 Kementec	Solutions	A/S	
(Taastrup,	Dänemark)	

2.8 Peptide 

Die	in	dieser	Arbeit	verwendeten	Peptide	sind	unter	Angabe	der	Aminosäurese-

quenzen	und	dem	Molekulargewicht	in	Tabelle	Hg	aufgelistet.	Alle	Peptide	wurden	

freundlicher	 Weise	 von	 Steffanie	 Kaufmann,	 Bianka	 Hartrodt	 oder	 Christoph	

Meyer	 (AG	 Bordusa,	MLU	Halle-Wittenberg)	mittels	 Festphasenpeptidsynthese	

nach	Merrifield	(HI_K)	synthetisiert	und	mittels	präparativer	HPLC	gereinigt.	Die	

Reinheit	(>Ig	%)	und	die	Identität	aller	Peptide	wurde	mittels	UPLC	bei	TTg	nm	

und	Massenspektrometrie	verifiziert.		

Tabelle	'[:	Übersicht	der	verwendeten	Peptide	

Aminosäuresequenz	 M	[g/mol]	

Substrat-Peptide	

Biotin-PEG-GAAYRHAAG-OH	 HTOO,KJ	

Bz-AAYRHAAG-OH	 IHI,II	

Bz-AALRHAAG-OH	 J_I,Ii	

Bz-AAFRHAAG-OH	 IgK,II	

Bz-AAWRHAAG-OH	 IOK,gK	

Bz-AARRHAAG-OH	 IHK,gg	



Material 

 39 

Aminosäuresequenz	 M	[g/mol]	

Bz-AAARHAAG-OH	 JTi,JI	

Bz-AADRHAAG-OH	 JiH,Ig	

Bz-AAYKHAAG-OH	 JIH,IJ	

Bz-AAYDHAAG-OH	 JiJ,JI	

Bz-AAYRDAAG-OH	 JIi,IO	

Bz-AAYRNAAG-OH	 JI_,I_	

Bz-AAYRAAAG-OH	 J^K,IK	

Nukleophil-Peptide	

H-RHAAGEQKLISEEDL-OH	 H_I^,JK	

H-RHAK-OH	 ^Hg,^I	

H-KHAK-OH	 OJT,^J	

H-RHAK(FAM)-OH	 J_J,IH	

H-RHAK(MCC-DMH)-OH	 HO_J,gH	

2.9 Puffer und Lösungen 

In	Tabelle	HH	sind	die	in	dieser	Arbeit	verwendeten	Puffer	und	Lösungen	aufgelis-

tet.	 Soweit	 nicht	 anders	 angegeben,	 wurden	 alle	 Puffer	 unter	 Verwendung	 von	

ddHTO	hergestellt	und	mittels	g,TT	µm	oder	g,O^	µm	Filterpapier	bzw.	Spritzen-

vorsatzfilter	filtriert.		

Tabelle	'':	Übersicht	der	verwendeten	Puffer	und	Lösungen	

Bezeichnung	 Zusammensetzung/Quelle	

Für	molekularbiologische	Arbeiten	

Q^â	Reaktionspuffer	(^x)	 New	England	Biolabs	GmbH	(Frankfurt	am	Main)	

NEB-Puffer	T	(Hgx)	 New	England	Biolabs	GmbH	(Frankfurt	am	Main)	

CutSmartâ	Puffer	(Hgx)	 New	England	Biolabs	GmbH	(Frankfurt	am	Main)	

NEB-Puffer	K.H	(Hgx)	 New	England	Biolabs	GmbH	(Frankfurt	am	Main)	

TO	DNA	Ligase	Puffer	(Hgx)	 New	England	Biolabs	GmbH	(Frankfurt	am	Main)	
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Bezeichnung	 Zusammensetzung/Quelle	

Gel-Ladepuffer	Orange	(_x)	 New	England	Biolabs	GmbH	(Frankfurt	am	Main)	

TAE-Puffer	 Og	mM	Tris;	Tg	mM	Essigsäure;	H	mM	EDTA	pH	
J,T	

Für	proteinbiochemische	Arbeiten	

Protein	G-Affinitätschromatografie:	

Zellaufschlusspuffer	 Tg	mM	NaHTPOO;	g,H	mM	AEBSF;	pH	i,g	

Bindepuffer	 Tg	mM	NaHTPOO;	pH	i,g	

Elutionspuffer	 Hgg	mM	Glycin-HCl;	pH	T,i	

Neutralisierungspuffer	 H	M	TRIS-HCl;	pH	I,g	

Kationenaustausch-Chromatografie:	

Bindepuffer	 Tg	mM	Natriumacetat;	pH	K,^	

Elutionspuffer	 Tg	mM	Natriumacetat;	H	M	NaCl;	pH	K,^	

Größenausschluss-Chromatografie:	

SEC-Laufpuffer	 Hgg	mM	HEPES;	Hgg	mM	NaCl;	Hg	mM	CaClT;	pH	
i,J	(bei	Kg	°C)	

SDS-PAGE:	

Kx	SDS-Probenpuffer	
T^g	mM	TRIS-HCl;	_g	g/l	SDS;	H,^	g/l	Bromphe-
nolblau;	Kgg	ml/l	Glycerin;	H^g	ml/l	T-Mercap-
toethanol	(optional);	pH	_,J	

Elektrophoresepuffer	 K	g/l	TRIS-HCl;	HO,O	g/l	Glycin;	H	g/l	SDS;	pH	J,K	

Selektion	mittels	Phagen-Display	

PEG/NaCl-Lösung	 Kgg	g/l	PEG	Oggg;	T,^	M	NaCl	

Puffer	T	 Hgg	mM	HEPES;	Hgg	mM	NaCl;	Hg	mM	CaClT;	pH	
i,J	(bei	Kg	°C),	steril	

Puffer	TTg,H	 Puffer	T;	H	ml/l	Tween	Tg	

Casein	Blocking	Buffer	Hgx	 Sigma-Aldrich	Chemie	GmbH	(Taufkirchen)	

ELISA-basiertes	Screening	

Puffer	T	 Hgg	mM	HEPES;	Hgg	mM	NaCl;	Hg	mM	CaClT;	pH	
i,J	(bei	Kg	°C)	
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Bezeichnung	 Zusammensetzung/Quelle	

Stopp-Puffer	 Hgg	mM	HEPES;	Hgg	mM	NaCl;	T	mM	EDTA;	pH	
K	

TBS-Puffer	 ^g	mM	TRIS-HCl;	H^g	mM	NaCl;	pH	i,O	

TBSTg,g^-Puffer	 TBS-Puffer;	g,^	ml/l	Tween	Tg	

Charakterisierung	optimierter	Trypsiligase-Varianten	

Puffer	T	 Hgg	mM	HEPES;	Hgg	mM	NaCl;	Hg	mM	CaClT;	pH	
i,J	(bei	Kg	°C)	

C-terminale	Modifikation	des	aHerH-Fab-Fragments	

Puffer	T	 Hgg	mM	HEPES;	Hgg	mM	NaCl;	Hg	mM	CaClT;	pH	
i,J	(bei	Kg	°C)	

Funktionsanalyse	mittels	ELISA	

PBS	 HKi	mM	NaCl;	T,i	mM	KCl;	Hg	mM	NaTHPOO;	
H,J	mM	KHTPOO;	pH	i,O	

PBSTg,g^	 PBS;	g,^	ml/l	Tween	Tg	

Blockierungspuffer	 PBSTg,g^;	Kg	g/l	BSA	

2.10 Sonstige Materialien 

Die	in	dieser	Arbeit	verwendeten	Chromatografie-Säulen,	Zentrifugalkonzentrato-

ren,	magnetischen	Beads	 und	Mikrotiterplatten	 sind	als	 sonstige	Materialien	 in	

Tabelle	HT	aufgelistet.	

Tabelle	'H:	Übersicht	der	sonstigen	Materialien	

Bezeichnung	 Quelle	

Chromatografie-Säulen:	

HiTrap	Protein	G	HP	H	ml	 Cytiva	Europe	GmbH	(Freiburg)	

HiTrap	SP	FF	H	ml	 Cytiva	Europe	GmbH	(Freiburg)	

HiLoad	H_/_gg	Superdex	i^	pg	 Cytiva	Europe	GmbH	(Freiburg)	

MAbPacÔ	RP	Säule	(Phenyl;	T,H	mm	x	
^g	mm)	

Thermo	Fisher	Scientific	Inc.	(Waltham,	
MA,	USA)	

ACQUITY	UPLC	Peptide	BEH	CHJ	Säule	
(Kgg	Å;	H,i	µm;	T,H	mm	x	^g	mm)	 Waters	GmbH	(Eschborn)	
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Bezeichnung	 Quelle	

ACQUITY	UPLC	Peptide	BEH	CHJ	
Vorsäule	(Kgg	Å;	H,i	µm;	T,H	mm	x	^	mm)	 Waters	GmbH	(Eschborn)	

ACQUITY	UPLC	BEH	CJ	Säule	(HKg	Å;	
H,i	µm;	T,H	mm	x	^g	mm)	 Waters	GmbH	(Eschborn)	

Zentrifugalkonzentratoren:	

Microcon-Hg	kDa	Zentrifugen-Filterein-
heit	mit	Ultracelâ-Hg	Membran	 Merck	KGaA	(Darmstadt)	

Amiconâ	Ultra-O	Hg	kDa	Zentrifugen-Fil-
tereinheit	 Merck	KGaA	(Darmstadt)	

MultiScreenâ	I_-well	Ultrafiltration	Plate	
mit	Ultracelâ-Hg	Membran	 Merck	KGaA	(Darmstadt)	

Magnetische	Beads:	

Dynabeadsä	M-Tig	Streptavidin	 Thermo	Fisher	Scientific	Inc.	(Waltham,	
MA,	USA)	

Mikrotiterplatten:	

Microplatte	I_-well	PP	V-Boden	 Greiner	Bio-One	GmbH	(Frickenhausen)	

Microplatte	I_-well	PS	F-Boden	 Greiner	Bio-One	GmbH	(Frickenhausen)	

I_	Deep-Well	Plate	T	ml	 SP	Bel-Art	(Wayne,	NJ,	USA)	

Pierceä	Streptavidin-beschichtete	J-well	
Streifen,	PS,	klar	

Thermo	Fisher	Scientific	Inc.	(Waltham,	
MA,	USA)	

Pierceä	Streptavidin-beschichtete	HBC	
Platten,	KJO-well,	PS,	klar	

Thermo	Fisher	Scientific	Inc.	(Waltham,	
MA,	USA)	

Nunc	MediSorpä	I_-well	Platten	 Thermo	Fisher	Scientific	Inc.	(Waltham,	
MA,	USA)	

2.11 Geräte 

In	Tabelle	HK	sind	die	in	dieser	Arbeit	verwendeten	Geräte	aufgelistet.	

Tabelle	'I:	Übersicht	der	verwendeten	Geräte	

Bezeichnung	 Quelle	

NanoPhotometerä	 Implen	GmbH	(München)	

LabelGuardä	 Implen	GmbH	(München)	
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Bezeichnung	 Quelle	

ÄKTAprime	plus	 Cytiva	Europe	GmbH	(Freiburg)	

ACQUITY	UPLC-System	 Waters	GmbH	(Eschborn)	

Q-TOF	Premierä	Massenspektrometer	 Waters	GmbH	(Eschborn)	

QPix	T	Colony	Picker	 Molecular	Devices	LLC.	(San	Jose,	CA,	
USA)	

SpectraMaxâ	Paradigmâ	MTP-Reader	 Molecular	Devices	LLC.	(San	Jose,	CA,	
USA)	

SunriseÔ	Plattenleser	 Tecan	Group	Ltd.	(Männedorf,	Schweiz)	
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3 Methoden 

3.1 Molekularbiologische Methoden 

3.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen 

Die	Isolierung	von	Plasmid-DNA	aus	E.	coli-Zellen	erfolgte	unter	Verwendung	des	

Kits	NucleoSpin	Plasmid	EasyPure	von	Macherey-Nagel	GmbH	&	Co.	KG	(Düren)	

nach	Herstellerangaben.	Für	die	Elution	der	DNA	wurden	Tg-^g	µl	steril	filtriertes	

ddHTO	je	Präparation	verwendet.		

3.1.2  Isolierung genomischer DNA aus P. pastoris-Zellen 

Um	die	Gene	von	Trypsiligase-Varianten	aus	P.	pastoris-Zellen	 amplifizieren	zu	

können,	wurde	die	genomische	DNA	nach	Lõoke,	Kristjuhan	&	Kristjuhan	(TgHH)	

präpariert	und	für	eine	anschließende	PCR	(siehe	K.H.K)	eingesetzt.	

3.1.3 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR 

Die	Amplifikation	mittels	PCR	erfolgte	ausschließlich	unter	Verwendung	der	Q^â	

High-Fidelity	DNA	 Polymerase	 von	New	 England	 Biolabs	 GmbH	 (Frankfurt	 am	

Main)	nach	Herstellerangaben.	Soweit	nicht	anders	angegeben,	wurde	für	eine	An-

satzgröße	von	^g	µl	Hg-^g	ng	Template-DNA	eingesetzt.	Die	Aufreinigung	der	An-

sätze	erfolgte	anschließend	mittels	Agarose-Gelelektrophorese	(siehe	K.H.J).	

3.1.4 Synthese doppelsträngiger DNA mittels Klenow-Fragment 

Da	die	von	Ella	Biotech	GmbH	(Martinsried)	bezogenen	randomisierten	Oligonuk-

leotide	(siehe	T.T)	als	einzelsträngige	DNA	vorlagen,	mussten	diese	im	Zuge	der	

Bibliothekskonstruktion	 doppelsträngig	 aufgefüllt	 werden.	 Hierzu	 wurden	

T^	pmol	 der	 randomisierten	Oligonukleotide	 mit	 T^	pmol	 LibRW_RF_anti	 und	

T	µl	NEB-Puffer	T	 versetzt	und	mit	ddHTO	auf	HJ,^	µl	 aufgefüllt.	Dieser	Ansatz	

wurde	^	min	bei	I^	°C	inkubiert	und	daraufhin	auf	T^	°C	mit	einer	Temperatur-

rampe	von	H	K/min	abgekühlt.	Nun	wurden	dem	Ansatz	g,^	µl	Hg	mM	dNTP	Mix	

und	 H	µl	 ^	U/µl	 Klenow-Fragment	 hinzugefügt.	 Es	 folgte	 eine	 Inkubation	 für	

H^	min	bei	T^	°C	und	weitere	Kg	min	bei	i^	°C.	Die	Ansätze	wurden	direkt	für	ei-

nen	anschließenden	Restriktionsverdau	mit	AgeI/MluI	eingesetzt.	
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3.1.5 Restriktionsverdau von DNA-Fragmenten oder Plasmiden 

Für	den	Restriktionsverdau	wurden	g,^-Hg	µg	DNA	mit	̂ -Og	U	der	jeweiligen	Rest-

riktionsenzyme	(siehe	T._)	und	dem	geeigneten	Puffer	(nach	Herstellerangaben)	

versetzt	und	mit	ddHTO	auf	Og-Jg	µl	Reaktionsvolumen	aufgefüllt.	Handelte	 es	

sich	bei	der	DNA	um	ein	Plasmid,	wurden	dem	Ansatz	außerdem	g,^	U	FastAP	

zugesetzt.	Die	Ansätze	wurden	 O-HJ	h	 bei	 Ki	 bzw.	^^	°C	 (je	 nach	Restriktions-

enzym;	nach	Herstellerangaben)	inkubiert.	Durch	Inkubation	für	Tg	min	bei	Jg	°C	

wurden	 die	 Restriktionsenzyme	 deaktiviert.	 Die	 Separation	 und	 Reinigung	 der	

Produkte	erfolgte	mittels	Agarose-Gelelektrophorese	und	anschließender	Gelex-

traktion	(siehe	K.H.J).	

3.1.6  Ligation von DNA-Fragmenten 

Erfolgte	die	Ligation	zur	Verknüpfung	zweier	libPCR-Fragmente	im	Zuge	der	Bib-

liothekskonstruktion,	wurden	diese	im	äquimolaren	Verhältnis	mit	Ogg-Jgg	fmol	

eingesetzt.	Wurde	 die	 Ligation	 zur	 Subklonierung	 eines	 Gens	 in	 einen	 Vektor	

durchgeführt,	wurde	das	 Insert	 in	 einem	dreifachen,	molaren	Überschuss	 (HJg-

_gg	fmol)	zum	Vektor	(_g-Tgg	fmol)	eingesetzt.	Des	Weiteren	wurden	Tgg-Ogg	U	

TO	DNA	Ligase	und	Reaktionspuffer	 (nach	Herstellerangaben)	hinzugefügt.	Der	

Ansatz	wurde	O-_	h	bei	TT	°C	inkubiert,	woraufhin	die	TO	DNA	Ligase	durch	Inku-

bation	bei	_^	°C	für	Tg	min	deaktiviert	wurde.		

3.1.7 Megaprimer-Mutagenese 

Zur	Subklonierung	der	Gene,	welche	für	die	im	Zuge	des	Phagen-Display	angerei-

cherten	Trypsiligase-Varianten	(siehe	K.O)	codieren,	in	den	P.	pastoris	Expressions-

vektor	 pPICZaA	 wurde	 eine	 Megaprimer-Mutagenese	 nach	 Miyazaki	 &	

Takenouchi	(TggT)	durchgeführt.	Hierzu	wurde	zunächst	der	Megaprimer	mittels	

PCR	 (siehe	 K.H.K)	 hergestellt,	 wobei	 das	 Plasmid	 pMBgO_LibRW_H.__Out_RdO	

(siehe	T.K)	und	die	Primer	pPICZ_MW_fwd	und	pPICZ_MW_rev	(siehe	T.T)	ver-

wendet	wurden.	Anschließend	wurde	der	Megaprimer	mittels	Agarose-Gelelektro-

phorese	und	Gelextraktion	(siehe	K.H.J)	 isoliert	und	gereinigt.	Dieser	wurde	da-

raufhin	in	einer	weiteren	PCR	anstatt	eines	Primerpaares	mit	einer	Konzentration	

von	 Hg	ng/µl	 eingesetzt,	während	 hier	 das	 Plasmid	 pPICZaA_OTn	 als	Template	



Methoden 

 46 

eingesetzt	wurde.	Nach	erfolgter	PCR	wurde	dem	Ansatz	H	µl	DpnI	(siehe	T._)	hin-

zugefügt	und	Ig	min	bei	Ki	°C	und	weitere	Tg	min	bei	Jg	°C	inkubiert.	Dieser	An-

satz	wurde	im	Anschluss	direkt	für	eine	Transformation	von	E.	coli	^-alpha	(siehe	

T.O	und	K.T.H)	eingesetzt.	

3.1.8 Agarose-Gelelektrophorese und Gelextraktion von DNA 

Je	nach	Größe	der	zu	separierenden	DNA-Fragmente	wurden	^,^	%ige	Sieve	GP	

(<Hgg	bp;	Biozym	Scientific	GmbH	(Hessisch	Oldendorf))	oder	H-T	%ige	UltraPure	

(Hgg-Jggg	bp;	Thermo	Fisher	 Scientific	 Inc.	 (Waltham,	MA,	USA))	Agarosegele	

nach	Herstellerangaben	 angefertigt	 und	mit	 ^-Hg	µl	 SYBR	 Safe	 Gel-Färbemittel	

versetzt.	 Die	 Proben	 wurden	 nach	 Herstellerangaben	 mit	 _x	 Gel-Ladepuffer	

Orange	(siehe	T.I)	versetzt	und	in	die	Probentaschen	überführt.	Zudem	wurden	

Hg	µl	eines	geeigneten	Referenzstandards	(siehe	T.i;	je	nach	Größe	der	DNA-Frag-

mente)	in	eine	Probentasche	überführt.	Daraufhin	erfolgte	die	Elektrophorese	in	

TAE-Puffer	 (siehe	T.I)	bei	Jg-Hgg	V	 für	Og-Jg	min.	Die	Detektion	der	DNA	er-

folgte	anschließend	mittels	UV-Licht.	

Die	 Präparation	 der	 separierten	DNA-Fragmente	 erfolgte	mittels	Gelextraktion.	

Hierzu	wurde	der	Bereich	des	Agarosegels,	welcher	die	DNA	gewollter	Größe	ent-

hielt,	mit	einem	Skalpell	unter	UV-Licht	ausgeschnitten	und	in	ein	Reaktionsgefäß	

überführt.	Die	Gelextraktion	erfolgte	unter	Verwendung	des	NucleoSpin	Gel	and	

PCR	Clean-up	Kits	 (siehe	T.i)	nach	Herstellerangaben.	Für	die	Elution	der	DNA	

wurden	Tg-^g	µl	steril	filtriertes	ddHTO	je	Präparation	verwendet.	

3.1.9 Aufreinigung und Entsalzen von DNA-Lösungen 

Die	Aufreinigung	von	DNA	erfolgte	zum	einen	unter	Verwendung	des	NucleoSpin	

Gel	and	PCR	Clean-up	Kits	(siehe	T.i)	nach	Herstellerangaben.	Davon	abweichend	

wurden	wiederrum	Tg-^g	µl	steril	filtriertes	ddHTO	für	die	Elution	verwendet.	

Für	eine	effiziente	Elektroporation	wurden	Ligationsansätze	mittels	Ethanol-Fäl-

lung	entsalzt.	Diese	wurden	hierzu	mit	zwei	Volumen	eiskaltem,	abs.	Ethanol	ver-

setzt	und	bei	-Jg	°C	für	T	h	inkubiert.	Der	Ansatz	wurde	Tg	min	bei	HK.ggg	x	g	und	

O	°C	zentrifugiert,	das	Pellet	mit	einem	Volumen	ig	%igen	Ethanol	gewaschen	und	

wiederrum	 unter	 gleichen	 Bedingungen	 zentrifugiert.	 Der	 Überstand	 wurde	
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verworfen	und	das	Pellet	bei	Ki	°C	getrocknet.	Anschließend	wurde	das	Pellet	in	

Hg	µl	steril	filtriertem	ddHTO	resuspendiert.	

3.1.10 Bestimmung der DNA-Konzentration 

Die	DNA-Konzentration	wurde	mittels	NanoPhotometerä	 und	einer	Mikroliter-

messzelle	(LabelGuardä;	siehe	T.HH)	mit	virtueller	Verdünnung	von	H:Hg	bzw.	H:^g	

bestimmt.	Hierzu	wurde	die	Extinktion	bei	T_g	nm	gemessen,	um	die	Extinktion	

des	Lösungsmittels	 (Wasser	oder	Puffer)	 korrigiert	und	die	Konzentration	nach	

dem	Lambert-Beer’schen	Gesetz	berechnet:	

	 𝐸"#$ = 𝜀'()*+ × 𝑐 × 𝑑	 (H)	

ET_g	=	Extinktion	bei	T_g	nm	

edsDNA	=	Extinktionskoeffizient	dsDNA	bei	T_g	nm	(=	g,gT	µl	ng-H	cm-H)	

c	=	Konzentration	[ng	µl-H]	

d	=	Schichtdicke	[cm]	

3.1.11 DNA-Sequenzierung 

Die	Sequenzierung	von	DNA	wurde	von	dem	Dienstleister	LGC	Genomics	GmbH	

(Berlin)	 durchgeführt.	 Die	 Probenvorbereitung	 erfolgte	 dementsprechend	 nach	

den	Vorgaben	des	Dienstleisters.	

3.2 Mikrobiologische Methoden 

3.2.1 Transformation von E. coli 

Für	die	Transformation	von	E.	coli	Zellen	wurden	ausschließlich	käuflich	erwerb-

liche	Zellsuspensionen	verwendet,	welche	bereits	als	chemo-	oder	elektrokompe-

tente	Präparationen	vorlagen	(siehe	T.O).	Die	Transformation	erfolgte	jeweils	nach	

Herstellerangaben.	Für	die	Transformation	von	chemokompetenten	Zellen	wur-

den	^g	ng	Plasmid-DNA	je	Ansatz	eingesetzt,	während	bei	der	Verwendung	von	

elektrokompetenten	Zellen	Hg-Hgg	ng	Plasmid-DNA	je	Ansatz	eingesetzt	wurden.	

Nach	erfolgter	Transformation	wurden	Hgg	µl	oder	der	gesamte	Ansatz	auf	ent-

sprechendem	Agar-Selektionsmedium	ausgestrichen	und	H_	h	bei	Ki	°C	inkubiert.	
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3.2.2 Biosynthese rekombinanter Fab-Fragmente in E. coli 

Die	Herstellung	der	HerT-spezifischen	Fab-Fragmente	aHerT-Fab-TAAYRH-cMyc	

und	aHerT-Fab-TAALRH-cMyc	erfolgte	mittels	Biosynthese	in	E.	coli	BLTH(DEK).	

Hierzu	 wurde	 zunächst	 eine	 Vorkultur	 aus	 ^g	ml	 LB-Medium	 (siehe	 T.^)	 mit	

Hgg	µg/ml	Ampicillin	mit	einem	E.	coli	BLTH	(DEK)	Klon,	welcher	zuvor	mit	den	

Expressionsplasmiden	pASK_aHerT-TAAYRH-cMyc	oder	pASK_aHerT-TAALRH-

cMyc	transformiert	wurde	(siehe	K.T.H),	angeimpft	und	H_	h	bei	Ki	°C	unter	Schüt-

teln	inkubiert.	Anschließend	wurden	viermal	H	l	LB-Medium	mit	Hgg	µg/ml	Am-

picillin	 in	K-l-Schikanekolben	vorgelegt	und	mit	 jeweils	Hg	ml	der	Vorkultur	 in-

okuliert.	Diese	Hauptkulturen	wurden	bei	Ki	°C	unter	Schütteln	inkubiert,	bis	eine	

OD_gg	von	g,J-H	erreicht	war	und	daraufhin	Anhydrotetracyclin	mit	einer	finalen	

Konzentration	von	g,T	µg/ml	hinzugefügt	wurde.	Nach	einer	weiteren	Inkubation	

für	O	h	bei	Kg	°C	unter	Schütteln	wurden	die	Zellsuspensionen	bei	^ggg	x	g	und	

O	°C	für	Tg	min	zentrifugiert.	Der	Überstand	wurde	verworfen	und	das	Zellpellet	

bis	zur	weiteren	Verwendung	bei	-Tg	°C	gelagert.	

3.2.3 Herstellung und Transformation elektrokompetenter P. pastoris X33 

Sowohl	die	Herstellung	als	auch	die	Transformation	elektrokompetenter	P.	pasto-

ris	 XKK	 erfolgten	 nach	 dem	 gekürzten	 Protokoll	 nach	 Lin-Cereghino,	Wong,	 &	

Giang,	Tgg^.	Abweichend	davon	wurden	pro	Transformation	Tgg	ng	linearisiertes	

Plasmid	und	^g	µl	Zellsuspension	eingesetzt.	Die	Linearisierung	des	Plasmids	er-

folgte	zuvor	mittels	Restriktionsverdau	(siehe	K.H.^)	unter	Verwendung	des	Rest-

riktionsenzyms	SacI	HF.	Unmittelbar	nach	der	erfolgten	Elektroporation	wurden	

die	 Zellsuspensionen	 in	 H	ml	 ^g	%	YPD-Medium,	 g,^	M	 Sorbitol	 aufgenommen	

und	 für	H	h	bei	Kg	°C	unter	 Schütteln	 inkubiert.	Nach	erfolgter	Transformation	

wurden	Hgg	µl	oder	der	gesamte	Ansatz	auf	YPDS-Agar-Platten	mit	Hgg	µg/ml	Ze-

ocin	(siehe	T.^)	ausgestrichen	und	für	drei	Tage	bei	Kg	°C	inkubiert.	

3.2.4 Biosynthese von Trypsiligase-Varianten in P. pastoris X33 

Die	Herstellung	von	Trypsiligase	und	Varianten	dieser	erfolgte	mittels	Biosynthese	

in	P.	pastoris	XKK	Zellen,	welche	zuvor	mit	dem	entsprechenden	pPICZaA-Expres-

sionsvektor	 transformiert	 wurden	 (siehe	 K.T.K).	 Hierzu	 wurden	 zunächst	 ^g	ml	
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BMD-Medium	(siehe	T.^)	in	einem	Kgg-ml-Schüttelkolben	ohne	Schikane	vorge-

legt	und	mit	etwas	Zellmaterial	von	einer	YPDS-Agar-Platte	angeimpft.	Diese	Vor-

kultur	wurde	H_	h	bei	Kg	°C	unter	Schütteln	 inkubiert.	Nach	Zentrifugation	der	

Vorkultur	bei	Oggg	x	g	für	Hg	min	wurde	der	Überstand	verworfen	und	das	Pellet	

in	Kgg	ml	BMM-Medium	resuspendiert.	Diese	Zellsuspension	wurde	in	einen	K-l-

Schüttelkolben	ohne	Schikane	überführt	und	bei	Kg	°C	unter	Schütteln	und	tägli-

cher	Zugabe	von	K	ml	Methanol	inkubiert.	Nach	HTg	h	Inkubation	wurden	die	Kul-

turen	bei	^ggg	x	g	für	Kg	min	zentrifugiert.	Das	Pellet	wurde	verworfen	und	der	

Überstand	mittels	g,O^	µm	Spritzenfilter	steril	filtriert.	Der	Überstand	wurde	bis	

zur	Verwendung	für	die	chromatografische	Reinigung	bei	O	°C	gelagert.	

3.3 Proteinbiochemische Methoden 

3.3.1 Chromatografische Reinigung der Fab-Fragmente 

Für	die	 chromatografische	Reinigung	der	 rekombinanten	Fab-Fragmente	wurde	

das	Zellpellet	der	Biosynthese	(siehe	K.T.T)	zunächst	in	Tg-Kg	ml	Zellaufschluss-

puffer	(siehe	T.I)	resuspendiert	und	bei	̂ ggg	x	g	und	O	°C	für	Tg	min	zentrifugiert.	

Der	Überstand	wurde	verworfen	und	das	Pellet	erneut	in	Tg-Kg	ml	Zellaufschluss-

puffer	resuspendiert.	Daraufhin	erfolgte	der	Zellaufschluss	mittels	Ultraschall	auf	

Eis	bei	zehnmal	Kg	s	Puls,	je	Kg	s	Pause	und	Kg	%	Amplitude.	Die	unlöslichen	Be-

standteile	wurden	mittels	Zentrifugation	bei	Hggggg	x	g	und	O	°C	für	Kg	min	abge-

trennt	und	der	Überstand	mittels	g,O^	µm	Spritzenfilter	steril	 filtriert.	Anschlie-

ßend	 erfolgte	 die	 Isolierung	 der	 Fab-Fragmente	 aus	 dem	 Zelllysat	mittels	 dem	

FPLC-System	ÄKTAprime	plus	(siehe	T.HH)	und	einer	Affinitätschromatografie	un-

ter	Verwendung	einer	HiTrap	Protein	G	HP	H	ml	Säule	(siehe	T.Hg).	Hierzu	wurde	

das	Zelllysat	mit	einer	Flussrate	von	H	ml/min	auf	die	zuvor	mit	Bindepuffer	äqui-

librierte	Säule	aufgetragen	und	mit	zehn	Säulenvolumen	Bindepuffer	gewaschen.	

Für	die	Elution	wurden	zunächst	̂ g	µl	Neutralisierungspuffer	je	Fraktion	vorgelegt	

und	die	Fab-Fragmente	daraufhin	unter	Verwendung	des	Elutionspuffers	und	ei-

ner	Flussrate	von	H	ml/min	eluiert.	Es	wurden	Fraktionen	zu	je	g,K	ml	gesammelt	

und	jene,	welche	eine	erhöhte	Absorption	bei	TJg	nm	zeigten,	vereinigt.	Die	ver-

einigten	Fraktionen	wurden	anschließend	einer	Größenausschluss-Chromatogra-

fie	unter	Verwendung	der	ÄKTAprime	plus	und	einer	HiLoad	H_/_gg	Superdex	
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i^	pg	Säule	unterzogen.	Hierzu	wurde	die	Säule	zunächst	mit	dem	SEC-Laufpuffer	

äquilibriert	und	die	Probe	bei	einer	Flussrate	von	H	ml/min	aufgetragen.	Die	Tren-

nung	erfolgte	wiederrum	bei	einer	Flussrate	von	H	ml/min.	Es	wurden	T	ml	Frakti-

onen	gesammelt	und	der	Proteingehalt	mittels	Absorption	bei	TJg	nm	detektiert.	

Die	 Fraktionen,	 deren	 Retentionsvolumen	 einem	 Molekulargewicht	 von	 ca.	

^g	kDa	(ca.	_g	ml)	entsprach,	wurden	mittels	SDS-PAGE	(siehe	K.K.O)	analysiert	

und	vereinigt,	insofern	eine	Proteinspezies	mit	korrektem	Molekulargewicht	und	

Reinheit	 identifiziert	 werden	 konnte.	 Die	 vereinigten	 Fraktionen	wurden	 unter	

Verwendung	der	Zentrifugalkonzentratoren	Amicon	Ultra-O	Hg	kDa	(siehe	T.HH)	

nach	Herstellerangaben	auf	ca.	Tgg	µM	konzentriert.	Nach	Bestimmung	der	Kon-

zentration	mittels	UV/VIS-Spektroskopie	(siehe	K.K.K)	wurde	die	Protein-Lösung	

aliquotiert	und	bei	-Tg	°C	gelagert.	

3.3.2 Chromatografische Reinigung der Trypsiligase-Varianten 

Die	chromatografische	Reinigung	der	Trypsiligase-Varianten	erfolgte	ebenfalls	in	

zwei	Schritten	mittels	einer	Kationenaustausch-	und	einer	anschließenden	Grö-

ßenausschluss-Chromatografie.	Dafür	wurde	der	Überstand	der	Biosynthese	(siehe	

K.T.O)	zunächst	mit	H/Hg	Volumen	Bindepuffer	für	die	Kationenaustausch-Chro-

matografie	(siehe	T.I)	versetzt.	Die	Isolierung	der	Trypsiligase-Varianten	erfolgte	

mittels	dem	FPLC-System	ÄKTAprime	plus	(siehe	T.HH)	unter	Verwendung	einer	

HiTrap	SP	FF	H	ml	Säule	(siehe	T.Hg).	Hierzu	wurde	der	verdünnte	Überstand	mit	

einer	Flussrate	von	O	ml/min	auf	die	zuvor	mit	Bindepuffer	äquilibrierte	Säule	auf-

getragen	 und	mit	 zehn	 Säulenvolumen	 Bindepuffer	 gewaschen.	 Unter	 Verwen-

dung	des	entsprechenden	Elutionspuffers	wurde	das	gebundene	Protein	anschlie-

ßend	eluiert	und	 in	H,^	ml	Fraktionen	gesammelt.	 Jene	Fraktionen,	welche	eine	

erhöhte	Absorption	bei	TJg	nm	zeigten,	wurden	vereinigt	und	unter	Verwendung	

der	Zentrifugalkonzentratoren	Amicon	Ultra-O	Hg	kDa	(siehe	T.HH)	nach	Herstel-

lerangaben	auf	ca.	H	ml	konzentriert.	Diese	Proteinlösung	wurde	anschließend	ei-

ner	 Größenausschluss-Chromatografie	 unter	 Verwendung	 der	 ÄKTAprime	 plus	

und	einer	HiLoad	H_/_gg	Superdex	i^	pg	Säule	unterzogen.	Die	Säule	wurde	zu-

nächst	mit	dem	SEC-Laufpuffer	äquilibriert	und	die	Probe	bei	einer	Flussrate	von	

H	ml/min	aufgetragen.	Die	Trennung	erfolgte	wiederrum	bei	einer	Flussrate	von	
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H	ml/min.	Es	wurden	T	ml	Fraktionen	gesammelt	und	der	Proteingehalt	mittels	

Absorption	bei	TJg	nm	detektiert.	Die	Fraktionen,	deren	Retentionsvolumen	ei-

nem	Molekulargewicht	von	ca.	T^	kDa	(ca.	i^	ml)	entsprach,	wurden	mittels	SDS-

PAGE	(siehe	K.K.O)	analysiert	und	vereinigt,	insofern	eine	Proteinspezies	mit	kor-

rektem	Molekulargewicht	und	Reinheit	identifiziert	werden	konnte.	Die	vereinig-

ten	Fraktionen	wurden	unter	Verwendung	der	Zentrifugalkonzentratoren	Amicon	

Ultra-O	 Hg	kDa	 (siehe	 T.HH)	 nach	 Herstellerangaben	 auf	 ca.	 ^g-Hgg	µM	 kon-

zentriert.	 Nach	 Bestimmung	 der	 Konzentration	 mittels	 UV/VIS-Spektroskopie	

(siehe	K.K.K)	wurde	die	Protein-Lösung	aliquotiert	und	bei	-Tg	°C	gelagert.	

3.3.3 Bestimmung der Protein-Konzentration 

Die	Konzentrationen	aller	Protein-Lösungen	wurden	mittels	UV/VIS-Spektrosko-

pie	unter	Verwendung	des	NanoPhotometerä	und	einer	Mikrolitermesszelle	(La-

belGuardä;	siehe	T.HH)	mit	einer	virtuellen	Verdünnung	um	Faktor	Hg	bestimmt.	

Es	wurde	die	Extinktion	 in	einem	Wellenlängenbereich	von	TTg	bis	Ogg	nm	ge-

messen	und	die	Konzentration	nach	dem	Lambert-Beer’schen	Gesetz	berechnet.	

Dabei	wurden	die	Spektren	jeweils	um	das	UV/VIS-Spektrum	des	jeweiligen	Puf-

fers	korrigiert.	Der	jeweilige	Extinktionskoeffizient	wurde	anhand	der	Aminosäu-

resequenz	 mittels	 ProtParam	 (Gasteiger	 et	 al.,	 Tgg^)	 aus	 dem	 ExPASy	 Portal	

(Artimo	et	al.,	TgHT)	berechnet.	

	 𝐸"/$ = 𝜀"/$ × 𝑐 × 𝑑	 (T)	

ETJg	=	Extinktion	bei	TJg	nm	

eTJg	=	molarer	Extinktionskoeffizient	bei	TJg	nm	[M-H	cm-H]	

c	=	Konzentration	[M]	

d	=	Schichtdicke	[cm]	

3.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die	Analytik	hinsichtlich	der	 Identifikation	der	Proteinspezies	und	der	Reinheit	

von	Protein-Lösungen	erfolgte	mittels	SDS-PAGE	nach	Laemmli	(HIig)	unter	Ver-

wendung	von	i,^	bzw.	H^	%	Acrylamid	Sammel-	bzw.	Trenngelen,	welchen	nach	

Standardprotokollen	 angefertigt	 wurden	 (“SDS-PAGE	 Gel,”	 TgH^).	 Zunächst	
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wurden	 Hg-Tg	µl	 Protein-Lösung	mit	 Kg	%	 Kx	 SDS-Probenpuffer	 (siehe	 T.I;	 für	

nicht	 reduzierende	 Bedingungen	 ohne	 T-Mercaptoethanol)	 versetzt	 und	 für	

Hg	min	bei	I^	°C	inkubiert.	Anschließend	wurden	jeweils	Hg-Tg	µl	der	Proben	und	

^-Hg	µl	des	Referenzstandards	PageRulerä	Prestained	Protein	Ladder	 (siehe	T.i)	

auf	das	SDS-Gel	aufgetragen.	Die	Elektrophorese	erfolgte	daraufhin	bei	Tgg	V	für	

Og-^g	min	 in	 Elektrophoresepuffer.	 Zur	Detektion	 bzw.	Visualisierung	 der	 Pro-

teinbanden	wurden	die	SDS-Gele	nach	der	Elektrophorese	einer	Coomassie-Fär-

bung	 nach	 Brunelle	 &	 Green	 (TgHO)	 oder	 alternativ	 einer	 Silberfärbung	 nach	

Nesterenko,	Tilley,	&	Upton	(HIIO)	unterzogen.	

3.3.5 LC/MS-Analytik von Proteinen 

Die	LC/MS-Analytik	von	Proteinlösungen	diente	zur	Identifikation	der	korrekten	

Proteinspezies	 oder	 der	 Detektion	 von	 Transamidierungsprodukten	 in	 der	 en-

zymatischen	Modifikation	von	Fab-Fragmenten.	Hierzu	wurden	die	zu	analysie-

renden	Proteinlösungen	mit	einer	Konzentration	von	^-Hg	µM	in	H^g-Tgg	ml/l	Es-

sigsäure	vorgelegt.	Von	diesen	Proben	wurden	^-Hg	µl	in	ein	ACQUITY	UPLC-Sys-

tem	(siehe	T.HH)	injiziert	und	anhand	einer	ACQUITY	UPLC	BEH	CJ	Säule	(siehe	

T.Hg)	oder	im	Fall	von	Fab-Fragmenten	einer	MAbPacÔ	RP	Säule	mit	einem	line-

aren	 Acetonitril/Wasser-Gradienten	 von	 ^-Jg	%	 (BEH	 CJ;	mit	 H	ml/l	 Ameisen-

säure)	bzw.	Hg-^g	%	 (MAbPacÔ)	 chromatografisch	getrennt.	Die	Detektion	der	

Proteine	erfolgt	dabei	zum	einen	mittels	PDA-Detektor	im	Wellenlängenbereich	

von	TTg-OTg	nm	und	zum	anderen	mittels	Q-TOF	Premierä	Massenspektrometer	

(siehe	T.HH)	unter	Anwendung	eines	ESI-Q-TOF-MS-Verfahrens.	Im	Zuge	der	ESI-

Q-TOF-MS	wurden	Ionen	mit	einem	m/z-Verhältnis	von	Hgg-Oggg	Da	detektiert.	

Die	erhaltenen	Spektren	wurden	anschließend	unter	Verwendung	des	MaxEnt-Al-

gorithmus	(maximale	Entropie;	Waters	GmbH	(Eschborn))	dekonvolutiert.		

3.4 Selektion mittels M13-Phagen-Display 

Die	Anreicherung	optimierter	Varianten	aus	der	randomisierten	Bibliothek	wurde	

anhand	einer	Selektion	mittels	Phagen-Display	unter	Verwendung	des	Bakterio-

phagen	MHK	realisiert.	Dabei	wurden	 insgesamt	vier	Selektionsrunden	durchge-

führt,	welche	sich	im	Wesentlichen	in	jeweils	drei	Einzelschritte	unterteilen	lassen.	

Diese	Einzelschritte	sind	im	Folgenden	detailliert	beschrieben.	
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3.4.1  Propagierung Trypsiligase-präsentierender Phagen 

Die	Propagierung	von	MHK	Bakteriophagen,	welche	Trypsiligase-Varianten	an	ih-

rer	Oberfläche	präsentieren,	stellte	den	ersten	Schritt	einer	jeden	Selektionsrunde	

dar.	Hierzu	wurde	zunächst	eine	Kultur	aus	Tg	ml	TxYT-Medium	(siehe	T.^)	mit	

^g	µg/ml	Carbenicillin	aus	einem	Glycerolstock	von	E.	coli	ERTiKJ	Zellen	(siehe	

T.O),	welche	den	pMBgO-Phagemiden	mit	der	randomisierten	Bibliothek	enthal-

ten,	angeimpft.	Für	die	erste	Runde	der	Selektion	wurde	hierbei	E.	coli	ERTiKJ	mit	

pMBgO_	LibRW_H._	(siehe	T.K),	also	die	vollständige	Bibliothek,	verwendet.	Für	

die	Folgerunden	wurden	jeweils	E.	coli	ERTiKJ	Zellen	verwendet,	welche	im	Zuge	

der	Reinfektion	(siehe	K.O.K)	der	vorhergehenden	Runde	erzeugt	wurden,	sodass	

diese	jeweils	eine	bereits	in	vorhergehenden	Runden	selektierte	Bibliothek	enthiel-

ten	(pMBgO_LibRW_H.__Out_RdH-K).	Diese	Kulturen	wurden	 in	 jedem	Fall	mit	

einer	Start-OD_gg	von	g,g^	angeimpft	und	bei	Ki	°C	unter	Schütteln	inkubiert,	bis	

eine	OD_gg	von	ca.	g,_	erreicht	wurde.	Daraufhin	wurden	der	Kultur	MHKKOi	Hel-

ferphagen	mit	 einer	Multiplizität	der	 Infektion	von	T,^	hinzugefügt.	Die	Kultur	

wurde	für	Kg	min	bei	Kg	°C	unter	leichtem	Schütteln	(_g	rpm)	und	weitere	Kg	min	

bei	Kg	°C	unter	Schütteln	(HOg	rpm)	inkubiert.	Anschließend	erfolgte	eine	Zentri-

fugation	bei	Oggg	x	g	und	O	°C	für	Hg	min.	Der	Überstand	wurde	verworfen	und	

das	Pellet	in	Og	ml	TxYT-Medium	mit	Hgg	µg/ml	Carbenicillin	und	g,gT	µg/ml	An-

hydrotetracyclin	resuspendiert.	Nach	einer	Inkubation	für	Kg	min	bei	T^	°C	unter	

Schütteln	wurde	Kanamycin	mit	einer	Endkonzentration	von	^g	µg/ml	hinzuge-

fügt	und	die	Kultur	für	H^	h	bei	T^	°C	unter	Schütteln	inkubiert.	Die	Kultur	wurde	

bei	Oggg	x	g	und	O	°C	für	Tg	min	zentrifugiert	und	der	Überstand	mittels	g,O^	µm	

Spritzenfilter	filtriert.	Dieser	Phagen-Suspension	wurden	Hg	ml	PEG/NaCl-Lösung	

(siehe	T.I)	hinzugefügt,	bei	O	°C	für	T	h	inkubiert	und	bei	HHOgg	x	g	und	O	°C	für	

Kg	min	zentrifugiert.	Der	Überstand	wurde	verworfen	und	das	Phagen-Pellet	 in	

Tg	ml	Puffer	T	resuspendiert.	Es	wurden	wiederrum	^	ml	PEG/NaCl-Lösung	hin-

zugefügt,	bei	O	°C	für	H	h	inkubiert	und	bei	HHOgg	x	g	und	O	°C	für	Kg	min	zentri-

fugiert.	Der	Überstand	wurde	verworfen	und	das	Phagen-Pellet	 in	O	ml	Puffer	T	

resuspendiert.	Diese	Phagen-Suspension	wurde	erneut	bei	H_ggg	x	g	und	O	°C	für	

Tg	min	zentrifugiert	und	der	Überstand	mit	O	ml	Jgg	ml/l	Glycerol	versetzt.	Die	

Lösungen	wurden	aliquotiert,	in	flüssigem	Stickstoff	schockgefrostet	und	bis	zur	
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weiteren	Verwendung	bei	-Jg	°C	gelagert.	Für	eine	Phagentiter-Bestimmung	wur-

den	von	den	 so	 angefertigten	Phagen-Lösungen	 jeweils	Hg	µl	 abgenommen	und	

unter	Verwendung	von	TxYT-Medium	eine	Verdünnungsreihe	mit	einem	Verdün-

nungsfaktor	 von	HgH-HgHg	 angefertigt.	Von	den	HgJ-HgHg-Verdünnungen	wurden	

jeweils	Ig	µl	mit	JHg	µl	logarithmisch	wachsenden	E.	coli	ERTiKJ	Zellen	versetzt	

und	bei	Kg	°C	für	Kg	min	inkubiert.	Jeweils	Ig	µl	dieser	Zellsuspensionen	wurden	

auf	TxYT-Agarplatten	mit	^g	µg/ml	Carbenicillin	ausgestrichen	und	H_	h	bei	Kg	°C	

inkubiert.	Am	Folgetag	wurde	die	Kolonienanzahl	bestimmt	und	unter	Einberech-

nung	des	Verdünnungsfaktors	der	Phagentiter	in	cfu/ml	berechnet.		

3.4.2 Selektion und Anreicherung optimierter Varianten 

Der	Selektionsschritt	einer	jeden	Phagen-Display-Runde	diente	zur	Anreicherung	

optimierter	Varianten	aus	dem	zuvor	generierten	Phagen-Pool	(siehe	K.O.H).	Um	

den	Selektionsdruck	von	Runde	zu	Runde	zu	erhöhen,	wurden	verschiedene	Para-

meter	 zwischen	den	einzelnen	Runden	variiert.	Hierzu	 zählte	das	Volumen	der	

eingesetzten,	magnetischen	Beads,	die	Anzahl	der	durchgeführten	Waschschritte,	

die	Konzentration	des	peptidischen	Nukleophils	während	der	Elution	 sowie	die	

Inkubationszeit	während	der	Elution.	Zudem	variierte	die	Menge	der	eingesetzten	

Phagen	von	Runde	zu	Runde.	In	Tabelle	HO	sind	die	während	der	einzelnen	Selek-

tionsrunden	zur	Anwendung	gekommenen	Parameter	zusammengefasst.		

Tabelle	'K:	Übersicht	der	angewendeten	Parameter	der	einzelnen	Selektionsrunden	

Selektionsrunde	 H	 T	 K	 O	

V	(M-Tig	Beads)	[µl]	 Hgg	 ^g	 ^g	 T^	

Eingesetzte	Phagen	[cfu]	 T	×	HgHH	 J,J	×	HgHH	 T,J	×	HgHg	 _,^	×	HgHg	

Anzahl	Waschschritte	Puffer	TTg,H	 K	 ^	 i	 I	

Anzahl	Waschschritte	Puffer	T	 T	 K	 K	 K	

c	(Nukleophil-Peptid)	[µM]	 Hgg	 ^g	 Hg	 T	

Inkubationszeit	Elution	[min]	 Kg	 Tg	 H^	 Hg	

Die	Durchführung	einer	Selektionsrunde	ist	im	Folgenden	beschrieben.	Zunächst	

wurden	T^-Hgg	µl	der	Dynabeadsä	M-Tig	Streptavidin	(siehe	T.Hg)	dreimal	mit	je	
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^gg	µl	Puffer	T	(siehe	T.I)	gewaschen,	mit	^gg	µl	Hgx	Casein	Blocking	Buffer	ver-

setzt	und	H_	h	bei	O	°C	in	einem	Rotator	inkubiert.	Am	Folgetag	wurden	die	ge-

blockten	M-Tig	Beads	erneut	dreimal	mit	je	^gg	µl	Puffer	T	gewaschen,	mit	Tgg	µl	

Tg	µM	 Biotin-PEG-GAAYRHAAG-OH	 (siehe	 T.J)	 in	 Puffer	 T	 versetzt	 und	 für	

Ig	min	bei	T^	°C	unter	Schütteln	 inkubiert.	Es	 folgte	ein	erneutes	Waschen	mit	

dreimal	^gg	µl	Puffer	T,	woraufhin	Tgg	µl	Phagen-Lösung	(cfu	siehe	Tabelle	HO)	

mit	Hgg	µM	ZnClT	in	Puffer	T	zu	den	Beads	gegeben	wurden.	Nach	Inkubation	für	

_g	min	bei	Kg	°C	unter	Schütteln	wurden	zunächst	K-I	Waschschritte	(siehe	Ta-

belle	HO)	mit	jeweils	^gg	µl	Puffer	TTg,H	und	anschließend	T-K	Waschschritte	mit	

jeweils	^gg	µl	Puffer	T	durchgeführt.	Anschließend	erfolgte	die	Elution	gebunde-

ner	Phagen	durch	Zugabe	von	^gg	µl	T-Hgg	µM	H-RHAAGEQKLISEEDL-OH	mit	

Hgg	µM	ZnClT	in	Puffer	T	und	Inkubation	bei	Kg	°C	für	Hg-Kg	min	unter	Schütteln.	

Dieses	Eluat	wurde	abgenommen	und	für	eine	anschließende	Reinfektion	von	E.	

coli	ERTiKJ	sowie	eine	Phagentiter-Bestimmung	eingesetzt	(siehe	K.O.K).	

3.4.3 Reinfektion von E. coli ER2738 und Phagentiter-Bestimmung 

Durch	die	Reinfektion	von	E.	coli	ERTiKJ	Zellen	mit	dem	während	der	Selektion	

generierten	Phagenpool	(siehe	K.O.T)	konnte	die	genetische	Information	der	ange-

reicherten	 Varianten	 wiedergewonnen	 und	 vervielfältigt	 werden.	 Hierzu	 wurde	

das	Eluat	der	Selektion	mit	H	ml	logarithmisch	wachsenden	E.	coli	ERTiKJ	Zellen	

versetzt	und	bei	Kg	°C	für	Kg	min	inkubiert.	Die	gesamte	Zellsuspension	wurde	an-

schließend	auf	TxYT-Agarplatten	(siehe	T.^)	mit	Hgg	µg/ml	Carbenicillin	ausge-

strichen	und	H_	h	bei	Kg	°C	inkubiert.	Am	Folgetag	wurden	die	entstandenen	Ko-

lonien	 mit	 T-O	ml	 TxYT-Medium	 mit	 ^g	µg/ml	 Carbenicillin	 pro	 Platte	 abge-

schwemmt.	 Die	 Zellsuspension	 wurde	 zu	 je	 i^g	µl	 aliquotiert	 und	 jeweils	 mit	

T^g	µl	Jgg	ml/l	Glycerol	versetzt.	Diese	Glycerolstocks	wurden	in	flüssigem	Stick-

stoff	schockgefrostet	und	bis	zur	weiteren	Verwendung	bei	-Jg	°C	gelagert.	

Für	eine	Phagentiter-Bestimmung	wurden	je	Selektionsrunde	von	den	Waschfrak-

tionen	^;	J;	Hg	und	HT	sowie	von	dem	Eluat	jeweils	Hg-Tg	µl	Probe	abgenommen.	

Zudem	wurde	von	dem	Eluat	eine	Hg-	und	Hgg-fach	Verdünnung	in	Puffer	T	ange-

fertigt.	Jeweils	Hg	µl	dieser	Proben	und	Verdünnungen	wurden	mit	IIg	µl	logarith-

misch	 wachsenden	 E.	 coli	 ERTiKJ	 Zellen	 versetzt	 und	 bei	 Kg	°C	 für	 Kg	min	
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inkubiert.	Anschließend	wurden	jeweils	Hgg	µl	dieser	Zellsuspensionen	auf	TxYT-

Agarplatten	mit	 ^g	µg/ml	 Carbenicillin	 ausgestrichen	 und	 H_	h	 bei	 Kg	°C	 inku-

biert.	Am	Folgetag	wurde	die	Kolonienanzahl	bestimmt	und	unter	Einberechnung	

des	Verdünnungsfaktors	der	Phagentiter	in	cfu/ml	berechnet.	

3.5 ELISA-basiertes Screening im Hochdurchsatz-Format 

Zur	Identifikation	optimierter	Varianten	aus	dem	Pool	der	angereicherten	Varian-

ten	nach	vier	Selektionsrunden	mittels	Phagen-Display	wurde	ein	ELISA-basiertes	

Screening	im	Hochdurchsatz-Format	durchgeführt.	Zu	diesem	Zweck	wurde	zu-

nächst	die	Biosynthese	von	Trypsiligase	im	MTP-Format	validiert	und	die	enzyma-

tische	Aktivität	mittels	ELISA	nachgewiesen.	Daraufhin	mussten	die	Einzelvarian-

ten	zunächst	im	MTP-Format	in	P.	pastoris	XKK	hergestellt	werden,	um	diese	an-

schließend	für	das	Screening	einsetzen	zu	können.	

3.5.1 Biosynthese von Trypsiligase im MTP-Format 

Zur	Validierung	der	rekombinanten	Herstellung	von	Trypsiligase	im	MTP-Format	

wurden	zunächst	I_	Kolonien	einer	Agarplatte	mit	P.	pastoris	XKK	Zellen,	welche	

zuvor	mit	dem	Expressionsvektor	pPICZaA_OTn	(siehe	T.K)	transformiert	wurden	

(siehe	K.T.K),	unter	Verwendung	des	QPix	T	Kolonienpickers	(siehe	T.HH)	gepickt	

und	auf	eine	MTP	(Microplatte	I_-well	PP	V-Boden;	siehe	T.Hg)	überführt,	in	wel-

cher	zuvor	H^g	µl	YPD-Medium	(siehe	T.^)	je	Kavität	vorgelegt	wurden.	Nach	In-

kubation	der	MTP	für	TO	h	bei	Kg	°C	unter	Schütteln	wurden	^g	µl	Jgg	ml/l	Gly-

cerol	 je	Kavität	hinzugefügt	und	nochmals	 für	Kg	min	bei	Kg	°C	unter	Schütteln	

inkubiert.	Nun	wurde	eine	I_	Deep-Well	Platte	(siehe	T.Hg)	mit	Ogg	µl	BMD-Me-

dium	(siehe	T.^)	je	Kavität	vorgelegt	und	unter	Verwendung	des	QPix	T	Kolonien-

pickers	aus	der	zuvor	generierten	Glycerolstock-MTP	angeimpft.	Diese	Kulturen	

wurden	bei	Kg	°C	unter	Schütteln	für	OJ	h	inkubiert.	Daraufhin	erfolgte	die	Induk-

tion	der	Genexpression	durch	Zugabe	von	Ogg	µl	BMM-Medium	mit	_g	ml/l	Me-

thanol	je	Kavität	und	einer	Inkubation	für	iT	h	bei	Kg	°C	unter	Schütteln.	

Nach	der	erfolgten	Biosynthese	wurden	Kulturen	bei	Oggg	x	g	und	O	°C	für	Tg	min	

zentrifugiert.	Nun	wurden	Tgg	µl	 der	Überstände	 ausgewählter	 Kavitäten	 abge-

nommen	und	in	Microcon-Hg	kDa	Zentrifugen-Filtereinheiten	(siehe	T.Hg)	über-

führt.	Diese	wurden	bei	HOggg	x	g	und	O	°C	für	H	h	zentrifugiert	um	anschließend	
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Ogg	µl	Hgg	mM	HEPES;	Hgg	mM	NaCl	pH	i,J	je	Filtereinheit	hinzuzufügen.	Dieser	

Schritt	wurde	zweimal	wiederholt	und	nach	der	letzten	Zentrifugation	Tgg	µl	Puf-

fer	T	(siehe	T.I)	je	Filtereinheit	hinzugefügt.	Nach	einer	Inkubation	für	Kg	min	bei	

Raumtemperatur	unter	Schütteln	konnten	die	umgepufferten	Überstände	für	den	

nachfolgenden	Aktivitätsnachweis	mittels	ELISA	eingesetzt	werden.		

3.5.2 Aktivitätsnachweis für Trypsiligase mittels ELISA 

Mittels	ELISA	sollte	nun	die	enzymatische	Aktivität	der	 im	MTP-Format	herge-

stellten	 Trypsiligase	 nachgewiesen	 werden.	 Hierzu	 wurden	 die	 im	 vorherigen	

Schritt	generierten	Überstände	vereinigt	und	für	Transamidierungsreaktionen	ein-

gesetzt.	Dabei	wurden	T-	und	O-fach	Verdünnungen	der	Überstände	 in	Puffer	T	

(siehe	 T.I)	 angefertigt	 und	 mit	 gleichen	 Volumina	 ^g	µM	 Biotin-PEG-

GAAYRHAAG-OH;	 Hgg	µM	H-RHAAGEQKLISEEDL-OH;	 Tgg	µM	 ZnClT	 in	 Puf-

fer	T	 versetzt.	 Als	 Positivkontrolle	wurde	 eine	 Lösung	 von	 H	µM	Trypsiligase	 in	

Puffer	T	ebenfalls	mit	einem	gleichen	Volumen	der	Substrat-Nukleophil-Mischung	

versetzt.	Diese	Reaktionsansätze	wurden	nun	bei	Kg	°C	unter	Schütteln	inkubiert.	

Zu	definierten	Zeitpunkten	(g;	T,^;	i,^;	Hg;	Tg;	Kg;	_g;	HTg	min)	wurden	Og	µl	der	

Reaktionsansätze	 abgenommen	und	 _g	µl	 Stopp-Puffer	 (siehe	 T.I)	 hinzugefügt.	

Diese	 abgestoppten	Reaktionslösungen	wurden	 nun	 auf	 einzelne	Kavitäten	 von	

Pierceä	Streptavidin-beschichteten	J-well	Streifen	(siehe	T.Hg)	überführt	und	für	

H	h	bei	Raumtemperatur	unter	Schütteln	inkubiert.	Es	folgte	ein	Waschschritt	mit	

dreimal	Tgg	µl	TBSTg,g^-Puffer	(siehe	T.I),	woraufhin	Hgg	µl	a-c-Myc-Antikörper	

(siehe	T._)	H:T^gg	in	TBSTg,g^-Puffer	je	Kavität	hinzugefügt	wurden.	Nach	erneu-

ter	 Inkubation	 für	 H	h	 bei	 Raumtemperatur	 unter	 Schütteln	wurde	 der	Wasch-

schritt	wiederholt	und	Hgg	µl	a-Maus-IgG-HRP-Antikörper	(siehe	T._)	H:Oggg	in	

TBSTg,g^-Puffer	 je	Kavität	hinzugefügt.	Es	wurde	wiederrum	für	H	h	bei	Raum-

temperatur	unter	Schütteln	inkubiert	und	der	Waschschritt	wiederholt.	Nun	wur-

den	^g	µl	TMB	ONE	Substrat	 (siehe	T.i)	 je	Kavität	hinzugefügt,	 für	Hg	min	bei	

Raumtemperatur	im	Dunkeln	inkubiert	und	die	Reaktion	durch	Zugabe	von	^g	µl	

g,T	M	HTSOO	abgestoppt.	Unter	Verwendung	des	SpectraMaxâ	Paradigmâ	MTP-

Reader	(siehe	T.HH)	wurde	die	Absorption	bei	O^g	nm	jeder	Kavität	gemessen	und	

durch	Subtraktion	der	Hintergrund-Absorption	bei	_Tg	nm	korrigiert.	
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3.5.3 Biosynthese von Einzelvarianten im MTP-Format 

Für	die	Biosynthese	der	mittels	Phagen-Display	angereicherten	Varianten	(siehe	

K.O)	in	P.	pastoris	XKK	mussten	die	entsprechenden	Gene	zunächst	in	den	Expres-

sionsvektor	 pPICZaA	 (siehe	 T.K)	 subkloniert	 werden.	 Hierzu	 wurde	 als	 erster	

Schritt	eine	Kultur	aus	Tg	ml	TxYT-Medium	(siehe	T.^)	mit	^g	µg/ml	Carbenicillin	

unter	 Verwendung	 des	 Glycerolstocks	 E.	 coli	 ERTiKJ	 mit	

pMBgO_LibRW_H.__Out_RdO	(siehe	T.K	und	K.O.K)	mit	einer	Start-OD_gg	von	g,H	

angeimpft	und	für	O	h	bei	Ki	°C	unter	Schütteln	inkubiert.	Diese	Kultur	wurde	da-

raufhin	 für	die	 Isolierung	des	Plasmids	pMBgO_LibRW_H.__Out_RdO	eingesetzt	

(siehe	 K.H.H).	 Dieses	 Plasmid	 wurde	 im	 Anschluss	 für	 eine	 Megaprimer-Muta-

genese,	wie	unter	K.H.i	beschrieben,	 eingesetzt,	wodurch	der	Expressionsvektor	

pPICZaA_LibRW_H.__Out_RdO	generiert	wurde.	Dieser	wurde	für	eine	Transfor-

mation	 in	E.	coli	^-alpha	 eingesetzt	 (siehe	K.T.H),	wobei	 insgesamt	vier	Ansätze	

präpariert	und	vollständig	 auf	LBLS-Agarplatten	mit	T^	µg/ml	Zeocin	 ausgestri-

chen	wurden.	Nach	einer	 Inkubation	bei	Ki	°C	 für	H_	h	wurden	die	Agarplatten	

mit	 insgesamt	_	ml	LBLS-Medium	mit	T^	µg/ml	Zeocin	abgeschwemmt	und	die	

Zellsuspensionen	für	eine	Isolierung	des	Plasmids	eingesetzt	(siehe	K.H.H).	Das	so	

präparierte	Plasmid	pPICZaA_LibRW_H.__Out_RdO	wurde	nun	für	eine	Transfor-

mation	von	elektrokompetenten	P.	pastoris	XKK	Zellen	 verwendet	 (siehe	K.T.K),	

wobei	insgesamt	sechs	Transformationen	durchgeführt	wurden,	welche	vollstän-

dig	auf	YPDS-Agarplatten	mit	Hgg	µg/ml	Zeocin	ausgestrichen	wurden.		

Diese	 Agarplatten	 mit	 Einzelklonen	 aus	 P.	 pastoris	 XKK	 Zellen	 mit	

pPICZaA_LibRW_H.__Out_RdO	wurden	 nun	 für	 ein	 picking	 unter	 Verwendung	

des	QPix	T	Kolonienpickers	(siehe	T.HH)	eingesetzt,	um	Glycerolstocks	von	Einzel-

klonen	 im	 MTP-Format	 generieren	 zu	 können.	 Hierzu	 wurden	 vier	 MTP	

(Microplatte	I_-well	PP	V-Boden;	siehe	T.Hg)	mit	H^g	µl	YPD-Medium	je	Kavität	

vorgelegt	und	mit	insgesamt	K_J	Kolonien	von	den	Agarplatten	unter	Verwendung	

des	Kolonienpickers	angeimpft.	Die	Kavitäten	Di,	DJ,	Ei	und	EJ	einer	jeden	MTP	

wurden	dabei	nicht	 verwendet,	 sondern	von	Hand	mit	P.	pastoris	XKK	Wildtyp	

(Di/DJ)	bzw.	P.	pastoris	XKK	mit	pPICZaA_OTn	(Ei/EJ)	angeimpft.	Nach	Inku-

bation	der	MTP	für	TO	h	bei	Kg	°C	unter	Schütteln	wurden	^g	µl	Jgg	ml/l	Glycerol	

je	 Kavität	 hinzugefügt	 und	 nochmals	 für	 Kg	min	 bei	 Kg	°C	 unter	 Schütteln	
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inkubiert.	 Die	 so	 generierten	 Glycerolstocks	 von	 Einzelklonen	 im	MTP-Format	

wurden	in	flüssigem	Stickstoff	schockgefrostet	und	bis	zur	weiteren	Verwendung	

bei	-Jg	°C	gelagert.	

Die	Proteinbiosynthese	der	Einzelvarianten	erfolgte	nun	unter	Verwendung	der	

Glycerolstocks	im	MTP-Format.	Hierzu	wurden	die	Glycerolstock-MTP	zunächst	

bei	Kg	°C	für	Kg	min	unter	Schütteln	inkubiert.	Es	wurden	vier	I_	Deep-Well	Plat-

ten	(siehe	T.Hg)	mit	Ogg	µl	BMD-Medium	(siehe	T.^)	je	Kavität	vorgelegt	und	unter	

Verwendung	des	QPix	T	Kolonienpickers	aus	den	Glycerolstock-MTP	angeimpft.	

Diese	Kulturen	wurden	bei	Kg	°C	unter	Schütteln	für	OJ	h	inkubiert.	Daraufhin	er-

folgte	die	Induktion	der	Genexpression	durch	Zugabe	von	Ogg	µl	BMM-Medium	

mit	 _g	ml/l	Methanol	 je	 Kavität	 und	 einer	 Inkubation	 für	 iT	h	 bei	 Kg	°C	 unter	

Schütteln.	Anschließend	wurden	die	Kulturen	bei	Oggg	x	g	und	O	°C	 für	Tg	min	

zentrifugiert,	 Tgg	µl	 der	 Überstände	 je	 Kavität	 abgenommen	 und	 auf	 vier	

MultiScreenâ	 Filterplatten	 mit	 Ultracelâ-Hg	 Membran	 (siehe	 T.Hg)	 überführt.	

Diese	 Filterplatten	wurden	 nun	 bei	 Kggg	x	g	und	 O	°C	 für	 Ig	min	 zentrifugiert,	

Kgg	µl	Hgg	mM	HEPES;	Hgg	mM	NaCl	pH	i,J	je	Kavität	hinzugefügt	und	für	^	min	

unter	 Schütteln	 bei	 Raumtemperatur	 inkubiert.	Dieser	Vorgang	wurde	 zweimal	

wiederholt,	die	Filterplatten	ein	letztes	Mal	bei	Kggg	x	g	und	O	°C	für	Ig	min	zent-

rifugiert	und	Tgg	µl	Puffer	T	(siehe	T.I)	je	Kavität	hinzugefügt.	Nach	einer	erneu-

ten	 Inkubation	 für	Kg	min	unter	 Schütteln	bei	Raumtemperatur	konnten	die	 so	

umgepufferten	Enzymlösungen	nun	für	das	ELISA-basierte	Screening	(siehe	K.^.T)	

eingesetzt	werden.		

3.5.4 ELISA-basiertes Screening 

Für	das	ELISA-basierte	Screening	wurden	zunächst	die	Transamidierungsreaktio-

nen	angesetzt,	indem	je	MTP	J^	µl	der	umgepufferten	Enzymlösungen,	welche	im	

Zuge	 der	 Biosynthese	 (siehe	 K.^.H)	 generiert	 wurden,	 auf	 eine	 neue	 MTP	

(Microplatte	I_-well	PP	V-Boden;	siehe	T.Hg)	überführt	und	je	Kavität	J^	µl	̂ g	µM	

Biotin-PEG-GAAYRHAAG-OH;	 Hgg	µM	 H-RHAAGEQKLISEEDL-OH;	 Tgg	µM	

ZnClT	in	Puffer	T	(siehe	T.I)	hinzugefügt	wurden.	Diese	Reaktionsansätze	wurden	

nun	bei	Kg	°C	unter	Schütteln	inkubiert.	Nach	^;	Kg;	_g	und	H^g	min	wurden	je	

Kavität	K^	µl	der	Reaktionsansätze	abgenommen	und	auf	eine	neue	Stopp-MTP	
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(Microplatte	 I_-well	 PP	V-Boden)	 je	 Zeitpunkt	 überführt,	 in	 denen	 zuvor	^g	µl	

Stopp-Puffer	 (siehe	 T.I)	 je	 Kavität	 vorgelegt	 wurden.	 Diese	 vier	 Stopp-MTP	 je	

Screening-Platte	wurden	nun	auf	einer	Pierceä	Streptavidin-beschichteten	KJO-

well	 Platte	 (siehe	 T.Hg)	 konsolidiert,	 indem	T^	µl	 je	 Kavität	 der	 Stopp-MTP	 auf	

diese	überführt	wurden.	Nach	einer	 Inkubation	dieser	KJO-well	MTP	für	_g	min	

bei	TT	°C	unter	Schütteln	erfolgte	ein	Waschschritt	mit	dreimal	Hgg	µl	TBSTg,g^-

Puffer	 (siehe	T.I)	 je	Kavität.	Daraufhin	wurden	T^	µl	a-c-Myc-Antikörper	 (siehe	

T._)	H:Kggg	in	TBSTg,g^-Puffer	je	Kavität	hinzugefügt	und	erneut	für	_g	min	bei	

TT	°C	 unter	 Schütteln	 inkubiert.	 Es	 wurde	 wiederrum	 mit	 dreimal	 Hgg	µl	

TBSTg,g^-Puffer	je	Kavität	gewaschen,	T^	µl	a-Maus-IgG-HRP-Antikörper	(siehe	

T._)	H:^ggg	 in	TBSTg,g^-Puffer	 je	Kavität	hinzugefügt	und	 für	_g	min	bei	TT	°C	

unter	 Schütteln	 inkubiert.	Nun	wurde	mit	 dreimal	 Hgg	µl	TBSTg,g^-Puffer	 und	

dreimal	 Hgg	µl	 TBS-Puffer	 je	 Kavität	 gewaschen	 und	 T^	µl	 TMB	 ONE	 Substrat	

(siehe	 T.i)	 je	 Kavität	 hinzugefügt.	 Die	 KJO-well	 Platten	 wurden	 für	 ^	min	 bei	

Raumtemperatur	im	Dunkeln	inkubiert	und	die	Reaktion	durch	Zugabe	von	T^	µl	

g,T	M	HTSOO	 je	 Kavität	 abgestoppt.	 Unter	Verwendung	 des	 SpectraMaxâ	 Para-

digmâ	MTP-Reader	 (siehe	T.HH)	wurde	die	Absorption	bei	O^g	nm	jeder	Kavität	

gemessen	und	durch	Subtraktion	der	Hintergrund-Absorption	bei	_Tg	nm	korri-

giert.	Zudem	wurden	alle	Messwerte	durch	Subtraktion	der	korrigierten	und	ge-

mittelten	Werte	der	Negativkontrollen	(Kavitäten	Di/DJ;	P.	pastoris	XKK	Wild-

typ)	je	MTP	normiert.		

3.6 Charakterisierung optimierter Trypsiligase-Varianten 

3.6.1 Transamidierungsstudien 

Im	Zuge	der	Transamidierungsstudien	wurden	Produkt-Zeit-Verläufe	unter	Varia-

tion	der	 eingesetzten	Trypsiligase-Variante,	der	Enzym-Konzentration,	der	 Sub-

strat-Konzentration,	 der	 Nukleophil-Konzentration,	 der	 eingesetzten	 Substrat-	

bzw.	Nukleophil-Peptide	und	der	Reaktionszeit	aufgenommen.	Hierzu	wurde	zu-

nächst	 eine	Substrat/Nukleophil/Zink-Reaktionslösung	mit	 zweifachen	Endkon-

zentrationen	der	Bestandteile	in	Puffer	T	(siehe	T.I)	sowie	eine	Enzym-Lösung	mit	

zweifacher	Endkonzentration	in	Puffer	T	angefertigt	und	beide	Lösungen	bei	Kg	°C	

für	 ^	min	 vorinkubiert.	 Die	 Transamidierungsreaktion	 wurde	 durch	 Mischung	
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gleicher	Volumina	beider	Lösungen	gestartet	und	die	Reaktionsansätze	bei	Kg	°C	

unter	Schütteln	inkubiert.	Die	Endkonzentrationen	der	Reaktionsbestandteile	la-

gen	 bei	H^-T^g	µM	 Substrat-Peptid	 (siehe	 T.J),	 Kg-^ggg	µM	Nukleophil-Peptid,	

Hgg	µM	ZnClT	und	H-Tg	µM	Enzym.	Zu	definierten	Zeitpunkten	wurden	Hg-^g	µl	

der	 Reaktionsansätze	 abgenommen	 und	 zum	 Abstoppen	 der	 Reaktion	 in	 ver-

dünnte	oder	 reine	Essigsäure	überführt,	wobei	die	Endkonzentration	der	Essig-

säure	bei	H^g-Tgg	ml/l	lag.	Die	so	generierten	Proben	wurden	anschließend	unter	

Verwendung	des	ACQUITY	UPLC-Systems	(siehe	T.HH)	mit	einer	ACQUITY	UPLC	

Peptide	 BEH	CHJ	Säule	und	Vorsäule	 (siehe	T.Hg)	 analysiert.	Hierbei	wurde	 ein	

linearer	Acetontiril/Wasser-Gradient	(mit	g,^	ml/l	TFA)	verwendet.	Die	Detektion	

von	Substrat,	Aminolyse-	und	Hydrolyseprodukt	erfolgte	photometrisch	bei	einer	

Detektionswellenlänge	von	T^O	nm	(Absorptions-maximum	der	Benzoylgruppe).	

Die	Peakflächen	der	drei	Peptidspezies	wurden	unter	Verwendung	der	Software	

MassLynx	(Version	O.H,	Waters	GmbH	(Eschborn))	bestimmt	und	ins	Verhältnis	

gesetzt,	um	die	prozentualen	Anteile	jeder	Spezies	zu	berechnen.	Anhand	der	pro-

zentualen	Anteile	und	der	 eingesetzten	Substratkonzentration	konnten	 so	 auch	

die	Konzentrationen	an	Substrat,	Aminolyse-	und	Hydrolyseprodukt	der	jeweili-

gen	Zeitpunkte	berechnet	werden.	

3.6.2 Hydrolysestudien 

Für	die	optimierten	Trypsiligase-Varianten	HCHH	und	OFJ	wurden	Hydrolysestu-

dien	 unter	 Verwendung	 verschiedener	 Substrat-Peptide	 mit	N-terminaler	 Ben-

zoylgruppe	(siehe	T.J)	durchgeführt.	Die	Durchführung	dieser	Hydrolysestudien	

war	dabei	mit	der	Durchführung,	welche	bereits	zu	den	Transamidierungsstudien	

unter	K._.H	beschrieben	wurde,	weitestgehend	identisch.	Abweichend	davon	wur-

den	die	Substrat-Peptide	mit	einer	Endkonzentration	von	H	mM	und	die	Varianten	

HCHH	und	OFJ	mit	einer	Endkonzentration	von	T-O	µM	eingesetzt.	Von	den	Reak-

tionsansätzen	wurden	nach	jeweils	H;	T;	O	und	J	min	Inkubation	Tg	µl	abgenom-

men	und	in	Og	µl	T^g	ml/l	Essigsäure	überführt.	Die	weitere	Analytik	dieser	Pro-

ben	 glich	 derer,	welche	 bereits	 im	Rahmen	 der	 Transamidierungsstudien	 unter	

K._.H	beschrieben	wurde,	wobei	hier	die	prozentualen	Anteile	und	Konzentratio-

nen	 an	 Substrat	 und	 Hydrolyseprodukt	 bestimmt	 wurden.	 Die	 gemessenen	
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Konzentrationen	 an	 Hydrolyseprodukt	 wurden	 jeweils	 gegen	 die	 Reaktionszeit	

aufgetragen	und	mittels	linearer	Regression	die	Reaktionsgeschwindigkeit	in	µM/s	

bestimmt.	Durch	Division	der	Reaktionsgeschwindigkeit	mit	der	eingesetzten	En-

zymkonzentration	wurden	zudem	die	apparenten	Wechselzahlen	berechnet.	

3.6.3 Bestimmung der enzymkinetischen Parameter KM und kcat 

Die	enzymkinetischen	Parameter	KM	und	kcat	wurden	für	die	Trypsiligase	mit	dem	

Substrat-Peptid	Bz-AAYRHAAG-OH	 (siehe	T.J)	und	 für	Variante	HCHH	mit	den	

Substrat-Peptiden	 Bz-AAYRHAAG-OH	 und	 Bz-AALRHAAG-OH	 bestimmt.	

Hierzu	 wurden	 Transamidierungsreaktionen	wie	 unter	 K._.H	 beschrieben	 ange-

setzt,	wobei	die	Konzentrationen	der	Substrat-Peptide	zwischen	Hg-T^.ggg	µM	va-

riiert	wurden.	Die	Konzentration	des	Nukleophil-Peptides	wurde	mit	Hg	mM	je-

weils	 konstant	 gehalten,	was	 auch	 auf	 die	 jeweilige	 Enzymkonzentration	 zutraf	

(c(Trypsiligase)	=	g,K	µM;	c(HCHH)	=	g,H	bzw.	H	µM).	Daneben	wurden	die	Parame-

ter	zusätzlich	für	Variante	HCHH	bei	konstanter	Konzentration	des	Substrat-Pepti-

des	Bz-AALRHAAG-OH	(_	mM)	und	variierender	Konzentration	des	Nukleophil-

Peptides	 H-RHAK-OH	 von	 Tg-_ggg	µM	 bestimmt.	 Zu	 definierten	 Zeitpunkten	

wurden	wiederrum	^-Tg	µl	Probe	der	Reaktionsansätze	abgenommen	und,	wie	un-

ter	K._.H	beschrieben,	abgestoppt	und	analysiert.	Dabei	wurden	die	Zeitpunkte	so	

gewählt,	dass	der	Produktumsatz	jeweils	unter	Hg	%	lag.	Die	gemessenen	Konzent-

rationen	an	Aminolyseprodukt	wurden	jeweils	gegen	die	Reaktionszeit	aufgetra-

gen	 und	mittels	 linearer	 Regression	 die	 Reaktionsgeschwindigkeit	 in	 nM/s	 be-

stimmt.		

3.6.4 Studien zur Zinkionen-Abhängigkeit 

Für	Variante	HCHH	in	Kombination	mit	dem	Substrat-Peptid	Bz-AALRHAAG-OH	

(siehe	T.J)	wurde	der	Einfluss	der	ZnT+-Ionen-Konzentration	auf	die	Transamidie-

rungskinetik	untersucht.	Hierzu	wurden	wiederrum	Transamidierungsreaktionen,	

wie	unter	K._.H	beschrieben,	angesetzt,	wobei	nun	die	Zinkchlorid-Konzentration	

zwischen	g-Jgg	µM	variiert	wurde.	Die	Konzentrationen	der	weiteren	Reaktions-

bestandteile	wurden	dagegen	konstant	gehalten	(g,^	µM	HCHH;	_gg	µM	Bz-AAL-

RHAAG-OH;	HTgg	µM	H-RHAK-OH	in	Puffer	T).	Nach	T,^;	̂ ;	i,^	und	Hg	min	wur-

den	jeweils	Hg	µl	Probe	abgenommen	und	in	^g	µl	Tgg	ml/l	Essigsäure	überführt.	
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Diese	Proben	wurden,	wie	bereits	beschrieben	(siehe	K._.H),	mittels	UPLC	analy-

siert.	Die	 so	bestimmten	Aminolyseprodukt-Konzentrationen	wurden	gegen	die	

Reaktionszeit	aufgetragen	und	mittels	linearer	Regression	die	Reaktionsgeschwin-

digkeit	 in	µM/s	berechnet.	Durch	Division	der	Reaktionsgeschwindigkeiten	mit	

der	Enzymkonzentration	(g,^	µM)	wurden	zudem	die	apparenten	kcat-Werte	in	s-H	

berechnet.	

3.6.5 Studien zur pH-Abhängigkeit 

Die	Abhängigkeit	der	Transamidierungskinetik	vom	pH-Wert	wurde	ebenfalls	für	

die	Variante	HCHH	mit	dem	Substrat-Peptid	Bz-AALRHAAG-OH	(siehe	T.J)	unter-

sucht.	Im	Zuge	dessen	wurden,	wie	unter	K._.H	beschrieben,	Transamidierungsre-

aktionen	angesetzt,	wobei	der	pH-Wert	des	Puffers	T	(siehe	T.I)	im	Pufferbereich	

von	HEPES	zwischen	_,_-J,O	variiert	wurde.	Die	weiteren	Bestandteile	wurden	in	

den	Konzentrationen	g,^-T	µM	HCHH;	_gg	µM	Bz-AALRHAAG-OH;	HTgg	µM	H-

RHAK-OH;	Hgg	µM	ZnClT	eingesetzt.	Zu	definierten	Zeitpunkten	wurden	jeweils	

Hg	µl	Probe	abgenommen	und	in	^g	µl	Tgg	ml/l	Essigsäure	abgestoppt.	Diese	Pro-

ben	wurden	wiederrum	mittels	UPLC	(siehe	K._.H)	analysiert.	Wie	unter	K._.O	ge-

schildert,	wurden	die	apparenten	kcat-Werte	für	die	Aminolyse	und	zusätzlich	für	

die	Hydrolyse	aus	den	gemessenen	Daten	berechnet.	Zudem	wurde	jeweils	die	ma-

ximale	Ausbeute	an	Aminolyseprodukt	in	%	bestimmt.		

3.7 C-terminale Modifikation des aHer2-Fab-Fragments 

Die	Durchführung	zur	Modifikation	von	aHerT-Fab-Fragmenten	glich	im	Wesent-

lichen	jener,	welche	bereits	im	Zuge	der	Transamidierungsstudien	(siehe	K._.H)	zur	

Anwendung	kam.	Im	Gegensatz	dazu,	wurden	hier	die	Fab-Fragmente	aHerT-Fab-

TAAYRH-cmyc	und	aHerT-Fab-TAALRH-cmyc	(siehe	T._)	anstelle	der	Substrat-

Peptide	 eingesetzt.	Als	Nukleophil-Peptide	wurden	das	 (^)_-Carboxyfluorescein	

(FAM)	tragende	Peptid	H-RHAK(FAM)-OH	und	das	Toxin	DMH	tragende	Peptid	

H-RHAK(MCC-DMH)-OH	 (siehe	 T.J)	 verwendet.	Die	Reaktionsansätze	mit	 den	

Endkonzentrationen	 Hgg	µM	 Fab-Fragment;	 ^gg	µM	 H-RHAK(FAM)-OH/H-

RHAK(MCC-DMH)-OH;	 Hgg	µM	 ZnClT	 und	 Hg	µM	 Trypsiligase	 oder	 Variante	

HCHH	wurden	bei	Kg	°C	unter	Schütteln	inkubiert.	Zu	definierten	Zeitpunkten	wur-

den	 jeweils	 T	µl	 der	 Reaktionsansätze	 abgenommen	 und	 in	 Tg	µl	 T^g	ml/l	



Methoden 

 64 

Essigsäure	überführt.	Die	gewonnenen	Proben	der	Reaktionsansätze	mit	dem	Nuk-

leophil-Peptid	 H-RHAK(MCC-DMH)-OH	 wurden	 anschließend	 unter	 Verwen-

dung	 des	 ACQUITY	 UPLC-Systems	 (siehe	 T.HH)	 mit	 einer	 MAbPacÔ	 RP	 Säule	

(siehe	T.Hg)	analysiert.	Die	chromatografische	Auftrennung	von	Edukt	und	Ami-

nolyseprodukt	erfolgte	dabei	anhand	eines	linearen	Acetontiril/Wasser-Gradien-

ten	(mit	g,^	ml/l	TFA)	von	K^-O^	%,	während	die	Detektion	bei	TJg	nm	erfolgte.	

Die	Peakflächen	wurden	mittels	Integration	unter	Verwendung	der	Software	Mas-

sLynx	(Version	O.H,	Waters	GmbH	(Eschborn))	berechnet	und	ins	Verhältnis	ge-

setzt.	Dabei	wurden	die	Peakflächen	entsprechend	der	Extinktionskoeffizienten	

der	jeweiligen	Fab-Spezies	korrigiert	(siehe	Tabelle	H^).		

Tabelle	'N:	Extinktionskoeffizienten	der	verschiedenen	Fab-Spezies	und	des	Nukleophils	

Fab-Spezies/Nukleophil	 e	[M-H	cm-H]	

aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc	 iKTig	

aHerT-Fab-TAALRH-cmyc	 iHiJg	

aHerT-Fab-TAAYRHAK(MCC-DMH)-OH	 iiIig	

aHerT-Fab-TAALRHAK(MCC-DMH)-OH	 i_OJg	

aHerT-Fab-TAAY-OH	 iKTig	

aHerT-Fab-TAAL-OH	 iHiJg	

H-RHAK(MCC-DMH)-OH	 Oigg	

Sowohl	die	Proben	von	verschiedenen	Zeitpunkten	der	Reaktionsansätze	mit	dem	

Nukleophil-Peptid	H-RHAK(MCC-DMH)-OH	als	auch	mit	dem	Nukleophil-Peptid	

H-RHAK(FAM)-OH	wurden	zudem	mittels	LC/MS-Analytik	 (siehe	K.K.^)	unter-

sucht.	

3.8 Funktionsanalyse der modifizierten Fab-Fragmente mittels ELISA 

Um	die	Bindungsfunktionalität	der	modifizierten	Fab-Fragmente	zu	überprüfen,	

wurden	 zunächst	 Reaktionsansätze	mit	 dem	Nukleophil-Peptid	H-RHAK(MCC-

DMH)-OH,	wie	unter	K.i	beschrieben,	angesetzt.	Die	Ansätze	wurden	für	Kg	min	

bei	Kg	°C	unter	Schütteln	 inkubiert,	woraufhin	Hg	µl	der	Reaktion	 in	IIg	µl	Hg-

fach	 in	 PBS	 verdünnten	 Blockierungspuffer	 (siehe	 T.I)	 überführt	 wurden.	 Aus	
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dieser	 H:Hgg-Verdünnung	 wurde	 anschließend	 eine	 Verdünnungsreihe	 von	 Hg-

g,gg^	nM	in	Hg-fach	verdünnten	Blockierungspuffer	angefertigt.	Analog	dazu	wur-

den	auch	identische	Verdünnungsreihen	der	unmodifizierten	Fab-Fragmente	als	

Kontrollen	angefertigt.	

Für	den	konzentrationsabhängigen	ELISA	wurden	Nunc	MediSorpÔ	I_-well	Plat-

ten	(siehe	T.Hg)	zunächst	mit	^g	ng	pro	Kavität	(^g	µl;	H	ng/µl)	der	humanen	Ekto-

domäne	des	HerT-Rezeptors	(siehe	T._)	beschichtet.	Nach	der	Inkubation	für	H_	h	

bei	O	°C	wurden	die	MTP	dreimal	mit	Kgg	µl	PBSTg,g^	(siehe	T.I)	pro	Kavität	ge-

waschen	und	durch	Zugabe	von	Tgg	µl	Blockierungspuffer	je	Kavität	und	Inkuba-

tion	für	T	h	bei	Raumtemperatur	unter	Schütteln	blockiert.	Die	MTP	wurden	er-

neut	dreimal	mit	Kgg	µl	PBSTg,g^	 je	Kavität	gewaschen	und	i^	µl	der	Verdün-

nungsreihen	 der	modifizierten	 und	 unmodifizierten	 Fab-Fragmente	 pro	Kavität	

zugegeben.	Nach	Inkubation	für	H	h	bei	Raumtemperatur	unter	Schütteln	wurden	

die	MTP	erneut	gewaschen	(Kx	Kgg	µl	PBSTg,g^)	und	i^	µl	einer	H:Kggg-Verdün-

nung	des	a-Human-IgG	(Fab-spezifisch)-HRP-Antikörpers	pro	Kavität	zugegeben.	

Es	wurde	erneut	H	h	bei	Raumtemperatur	unter	Schütteln	inkubiert	und	dreimal	

mit	Kgg	µl	PBSTg,g^	und	dreimal	mit	Kgg	µl	PBS	je	Kavität	gewaschen.	^g	µl	TMB	

ONE-Substrat	(siehe	T.i)	wurden	pro	Kavität	zugegeben,	^	min	im	Dunkeln	inku-

biert	und	die	Reaktion	durch	Zugabe	von	Hgg	µl	g,T	M	HTSOO	pro	Kavität	gestoppt.	

Mittels	SunriseÔ	Plattenleser	(siehe	T.HH)	wurde	die	Absorption	jeder	Kavität	bei	

O^g	nm	gemessen	und	um	die	Hintergrundabsorption	bei	_gg	nm	korrigiert.	

3.9 Statistik und Fehlerangaben 

Sämtliche	in	dieser	Arbeit	enthaltenen	Messergebnisse	zur	enzymkinetischen	Cha-

rakterisierung	der	Trypsiligase-Varianten	 (Kapitel	 O.O,	O.^	und	O._)	 sind	Mittel-

werte,	welche	aus	unabhängigen	K-fach-Bestimmungen	resultieren.	Zu	jedem	Mit-

telwert	wurde	 jeweils	die	Standardabweichung	bestimmt.	 Insbesondere	 im	Falle	

der	apparenten	kcat-Werte	wurde	zum	Zwecke	der	Übersichtlichkeit	auf	die	Wie-

dergabe	der	Standardabweichung	verzichtet,	welche	 jeweils	kleiner	als	Hg	%	 ist.	

Die	Fehler	der	Quotienten	von	kcat/KM	wurden	durch	Addition	der	relativen	Fehler	

von	kcat	und	KM	ermittelt,	wobei	aus	der	Summe	wiederrum	der	absolute	Fehler	

berechnet	wurde.	
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4 Ergebnisse 

Das	primäre	Ziel	der	hier	vorliegenden	Arbeit	war	die	Optimierung	der	Trypsinva-

riante	K_gE,	NHOKH,	EH^HH,	DHJIK	hinsichtlich	ihres	Synthesepotentials.	Diese	

Trypsinvariante	–	auch	Trypsiligase	genannt	–wurde	anhand	eines	rationalen	En-

zymdesigns	im	Rahmen	der	Promotionsarbeit	von	Frau	Dr.	Sandra	Liebscher	(AG	

Bordusa,	 MLU	 Halle-Wittenberg	 (Liebscher,	 TggJ))	 entwickelt	 und	 charakteri-

siert.	Die	Optimierung	dieses	Biokatalysators	sollte	anhand	eines	semi-rationalen	

Enzym-Designs	 realisiert	werden,	welche	 im	Wesentlichen	aus	der	Generierung	

einer	 randomisierten	Gen-Bibliothek,	 der	 Selektion	mittels	 Phagen-Display	 und	

einem	ELISA-basierten	Hochdurchsatzscreening	bestand.	So	wurde	zunächst	eine	

randomisierte	Bibliothek	auf	Grundlage	des	Gens	der	Trypsiligase	hergestellt,	wel-

che	anschließend	für	ein	Phagen-Display	verwendet	wurde,	um	optimierte	Varian-

ten	anzureichern.	Aus	diesem	Pool	der	angereicherten	Varianten	wurden	darauf-

hin	in	einem	ELISA-basierten	Screening	die	Varianten	identifiziert,	welche	verbes-

serte	 Syntheseeigenschaften	 zeigten.	 Anhand	 einer	 primären	 Charakterisierung	

wurden	wiederrum	die	vielversprechendsten	Varianten	ermittelt,	welche	z.B.	hin-

sichtlich	Spezifität	oder	Syntheseeffizienz	detaillierter	analysiert	wurden.	Zudem	

wurde	die	Anwendbarkeit	einer	dieser	Varianten	für	die	angestrebte	Modifizierung	

von	Proteinen	validiert,	was	unter	Verwendung	eines	Fab-Fragmentes	als	praxis-

orientiertes	Modellsystem	untersucht	wurde.	

4.1 Generierung der randomisierten DNA-Bibliothek 

Die	Konzeption	und	Herstellung	einer	DNA-Bibliothek	auf	Basis	der	Trypsiligase	

stellte	 den	 ersten	 Schritt	 im	 Zuge	 des	 semi-rationalen	 Enzym-Designs	 dieses	

Biokatalysators	dar.	Hierzu	wurde	zunächst	ein	Bibliotheksdesign	entworfen	und	

dieses	im	Anschluss	in	der	Herstellung	umgesetzt.	Zudem	erfolgte	eine	eingehende	

Qualitätskontrolle	der	Bibliothek	hinsichtlich	Funktionalität	und	Diversität.		

4.1.1 Bibliotheksdesign basierend auf Trypsiligase 

Um	eine	Optimierung	der	Trypsiligase	als	Biokatalysator	für	die	Transamidierung	

zu	erreichen,	stellte	das	Bibliotheksdesign	einen	erfolgskritischen	Faktor	dar.	Ins-

besondere	die	Auswahl	der	zu	randomisierenden	Aminosäurepositionen	war	hier	
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von	essentieller	Bedeutung.	Da	das	Verhältnis	von	Aminolyse-	zu	Hydrolyseakti-

vität	einen	wesentlichen	Einfluss	auf	die	erreichbare	Produktausbeute	hat,	war	es	

dementsprechend	das	Ziel,	dieses	Verhältnis	zugunsten	der	Aminolyseaktivität	zu	

verbessern.	So	sollten	also	Aminosäurepositionen	ausgewählt	werden,	welche	die-

ses	Verhältnis	beeinflussen	können,	wobei	dieser	Arbeit	drei	theoretische	Ansätze	

zugrunde	lagen:	

H) Verringerung	der	Hydrolyseaktivität	durch	Mutation	von	Aminosäureposi-

tionen,	welche	in	der	Literatur	in	Zusammenhang	mit	der	Hydrolyseaktivität	

von	Trypsin	beschrieben	sind,	aber	nicht	zur	katalytischen	Triade	zählen;	

T) Erzeugung	eines	hydrophoben	Clusters	innerhalb	des	aktiven	Zentrums,	um	

die	Affinität	für	Wassermoleküle	als	konkurrierende	Nukleophile	zu	verrin-

gern;	

K) Steigerung	der	Aminolyse-	oder	Verringerung	der	Hydrolyseaktivität	durch	

Etablierung	begünstigender	Interaktionen	mit	der	PH-	und	PT-Position	des	

Acyldonors.	

Basierend	auf	diesen	Ansätzen	und	den	von	der	Trypsiligase	vorliegenden	Struk-

turdaten	 wurden	 die	 in	 Abbildung	 ^	 grün	 dargestellten	 Aminosäurepositionen	

AspI^,	ArgI_,	LeuII,	SerTHO,	GlyTHI	und	AlaTTH	für	eine	Randomisierung	ausge-

wählt.	Um	eine	randomisierte	DNA-Bibliothek	von	möglichst	hoher	Qualität	ge-

nerieren	 zu	 können,	 sollten	 für	 die	 Randomisierung	 der	Aminosäurepositionen	

Oligonukleotide	eingesetzt	werden,	welche	unter	Verwendung	von	Nukleosid-Tri-

mer-Phosphoramiditen	 synthetisiert	 wurden	 (siehe	 T.T).	 Da	 auf	 diese	 Art	 und	

Weise	die	zur	Randomisierung	verwendeten	Codone	genau	definiert	werden	konn-

ten,	wurden	diese	 auf	HI	Codone	 für	HI	 verschiedene	kanonische	Aminosäuren	

(ohne	Cystein)	beschränkt.	Aus	dieser	Kombination	von	sechs	Randomisierungs-

positionen	mit	HI	möglichen	Codonen	bzw.	Aminosäuren	ergibt	sich	eine	theore-

tische	Diversität	auf	DNA-	und	Proteinebene	von	O,i	×	Hgi.	

Als	weitere	Maßnahme	zur	Erhöhung	der	Qualität	der	zu	generierenden	DNA-Bib-

liothek	wurde	im	Zuge	dieser	Arbeit	ein	modulares	Bibliotheksdesign	in	Verbin-

dung	 mit	 einer	 Leserahmenselektion	 gewählt,	 welches	 in	 der	 Arbeitsgruppe	

„Künstliche	Bindeproteine“	der	Martin-Luther-Universität	Halle-Wittenberg	ent-

wickelt	 wurde.	 Die	 Anwendung	 dieses	 modularen	 Bibliotheksdesigns	 und	 die	
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Ergebnisse	der	Analytik	hinsichtlich	Qualität	bzw.	Funktionalität	der	resultieren-

den	DNA-Bibliothek	sind	 im	folgenden	Abschnitt	 (siehe	O.H.T)	detailliert	darge-

stellt.		

 
Abbildung	N:	Darstellung	der	Proteinstruktur	von	Trypsiligase	mit	dem	eingebundenen	
YRH-Substrat	und	den	randomisierten	Aminosäurepositionen.	Gezeigt	ist	die	Tertiärstruktur	
von	Trypsiligase	im	Komplex	mit	YRH-Ecotin	(PDB	ID:	ONIY;	Liebscher	et	al.,	TgHO;	Kette	A).	In	
Stäbchendarstellung	 hervorgehoben	 sind	 die	 vier	 Mutationen	 der	 Trypsiligase	 K_gE,	 NHOKH,	
EH^HH	und	DHJIK	(dunkelblau),	die	Aminosäurepositionen	der	katalytischen	Triade	H^i,	DHgT	
und	SHI^	(rot)	und	die	für	eine	Randomisierung	ausgewählten	Positionen	DI^,	RI_,	LII,	STHO,	
GTHI	und	ATTH	(grün).	Zudem	ist	die	eingebundene	YRH-Substratsequenz	in	Stäbchendarstellung	
gezeigt	(hellblau).	

4.1.2 Herstellung und Qualitätskontrolle der DNA-Bibliothek 

Die	in	dieser	Arbeit	verwendete	Synthesestrategie	im	Zuge	des	modularen	Biblio-

theksdesigns	ist	in	Abbildung	_	schematisch	dargestellt.	Hierfür	wurde	das	Trypsi-

ligase-Gen	in	drei	konstante	Fragmente	(SF,	IF,	EF)	und	zwei	randomisierte	Frag-

mente	(RFH,	RFT)	mit	 jeweils	drei	 randomisierten	Aminosäurepositionen	aufge-

teilt.	Die	konstanten	Fragmente	wurden	mittels	PCR	(siehe	K.H.K)	unter	Verwen-

dung	des	Plasmids	pMA_OTn-cuo-lib	(siehe	T.K)	und	des	jeweiligen	Primer-Paares	

LibRW_SF_fwd/rev,	 LibRW_IF_fwd/rev	 oder	 LibRW_EF_fwd/rev	 (siehe	 T.T)	
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generiert.	Für	die	Herstellung	der	randomisierten	Fragmente	wurden	die	einzel-

strängigen	Oligonukleotide	LibRW_RFH.K_sense	und	LibRW_RFT.K_sense	(siehe	

T.T)	von	der	Ella	Biotech	GmbH	(Martinsried)	unter	Verwendung	von	Nukleosid-

Trimer-Phosphoramiditen	 synthetisiert.	 Diese	 Oligonukleotide	 wurden	 mittels	

Klenow-Fragment	 (siehe	 K.H.O)	 unter	 Verwendung	 des	 Primers	 LibRW_RF_anti	

doppelsträngig	aufgefüllt.	

Alle	generierten	Fragmente	wurden	anschließend	einer	Leserahmenselektion	nach	

Gerth,	Patrick,	&	Lutz,	 TggO	unterzogen.	Hierzu	wurden	die	Fragmente	mittels	

AgeI/MluI-Restriktionsverdau	 (siehe	 K.H.^)	 und	 anschließender	 Ligation	 (siehe	

K.H._)	in	das	Plasmid	pInSALect_NWG-H	(siehe	T.K)	subkloniert.	Unter	Verwen-

dung	dieser	Ligationsprodukte	wurden	E.	coli	ElectroTen-Blue	Zellen	(siehe	T.O)	

transformiert	(siehe	K.T.H)	und	auf	Carbenicillin-haltigem	Selektionsmedium	aus-

plattiert.	 Aus	 den	 erhaltenen	 Transformanten	 wurde	 die	 Plasmid-DNA	 isoliert	

(siehe	K.H.H)	und	die	konstanten	und	randomisierten	Fragmente	mittels	PCR	unter	

Verwendung	 der	 Primer	ModLibs_fwd/rev	 reamplifiziert.	 Die	 so	 einer	 Leserah-

menselektion	unterzogenen	Gen-Fragmente	konnten	nun	für	die	Reassemblierung	

des	Trypsiligase-Gens	bzw.	der	Bibliothek	eingesetzt	werden.	

Die	 generelle	Reihenfolge	 des	 Zusammenfügens	 der	 einzelnen	 Fragmente	 ist	 in	

Abbildung	_	wiedergegeben.	Für	die	Assemblierung	zweier	Fragmente	wurde	zu-

nächst	das	^‘-seitige	Fragment	 am	K‘-Ende	einem	EspKI-Restriktionsverdau	und	

das	 K‘-seitige	 Fragment	 am	 ^‘-Ende	 einem	 BsaI-Restriktionsverdau	 unterzogen.	

Die	verdauten	Fragmente	wurden	mittels	Agarose-Gelelektrophorese	(siehe	K.H.J)	

gereinigt	und	 im	äquimolaren	Verhältnis	 für	 eine	Ligation	eingesetzt.	Das	Liga-

tionsprodukt	wurde	mittels	PCR	amplifiziert	und	erneut	mittels	Agarose-Gelelekt-

rophorese	gereinigt	und	konnte	so	für	den	nachfolgenden	Assemblierungsschritt	

eingesetzt	werden.	Nach	dem	finalen	Schritt	wurde	die	vollständig	reassemblierte	

Bibliothek	wiederrum	mittels	 PCR	 amplifiziert	 und	mittels	 Agarose-Gelelektro-

phorese	gereinigt.	Daraufhin	erfolgte	die	Subklonierung	der	Bibliothek	in	das	Pha-

gemid	pMBgO	 (siehe	T.K)	mittels	BamHI/NcoI-Restriktionsverdau	und	Ligation,	

wodurch	das	die	Bibliothek	enthaltende	Phagemid	pMBgO_LibRW_H._	generiert	

wurde.	Dieses	Phagemid	wurde	anschließend	für	eine	Transformation	von	E.	coli	

Hg-beta	 Zellen	 (siehe	 T.O)	 eingesetzt,	 wobei	 insgesamt	 i,^	×	Hgi	cfu	 erhalten	
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werden	konnten,	was	einer	Abdeckung	der	Bibliotheks-Diversität	um	den	Faktor	

H,_	und	nach	Patrick	et	al.,	TggK	einer	Vollständigkeit	der	Bibliothek	von	iI,i	%	

entsprach.		

 
Abbildung	O:	Schematische	Darstellung	der	im	Zuge	des	modularen	Bibliotheksdesign	ver-
wendeten	Synthesestrategie.	Auf	Basis	des	Gens	der	Trypsiligase	wurden	zunächst	die	konstan-
ten	Fragmente	(SF,	 IF,	EF)	durch	Amplifikation	mittels	PCR	und	die	randomisierten	Fragmente	
(RFH,	RFT)	mittels	chemischer	Synthese	(Ella	Biotech	GmbH	(Martinsried))	generiert.	Alle	Frag-
mente	wurden	anschließend	einer	Leserahmenselektion	unterzogen.	Daraufhin	wurden	die	Frag-
mente	mittels	PCR	reamplifiziert	und	anhand	einer	Abfolge	von	sequentiellen	Restriktionsverdau-	
und	Ligationsschritten	bis	zur	vollständigen	Bibliothek	reassembliert.	Die	Bedeutung	der	Farbge-
bung	und	der	verwendeten	Abkürzungen	sind	der	Legende	zu	entnehmen.	

Um	die	Funktionalität	und	somit	auch	die	Qualität	der	Bibliothek	analysieren	zu	

können,	wurden	von	diesen	Transformationen	zudem	HOO	einzelne	Klone	für	eine	

DNA-Sequenzierung	(siehe	K.H.HH)	unter	Verwendung	des	Primers	Seq_pelB_pMB	

(siehe	T.T)	eingesetzt.	Bei	elf	der	HOO	sequenzierten	Klone	konnte	das	Phagemid	

pMBgO_sfGFP	identifiziert	werden,	welches	als	Vorlage	für	die	Subklonierung	der	

Bibliothek	genutzt	wurde.	Hierbei	handelte	es	sich	also	um	transformierte	Plas-

mid-Selbstligationen	bzw.	unverdautes	Plasmid,	weswegen	diese	Klone	in	die	wei-

tere	Auswertung	nicht	einbezogen	wurden.	Bei	fünf	der	verbliebenen	HKK	Klone	

konnten	 stille	 Mutationen	 detektiert	 werden,	 welche	 dementsprechend	 jedoch	
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keinen	Einfluss	auf	die	Funktionalität	der	Bibliothek	haben.	Neun	der	HKK	Klone	

und	somit	_,J	%	wiesen	hingegen	Mutationen	auf,	welche	zu	Leserahmenverschie-

bungen	führten.	Somit	konnte	auf	eine	Funktionalität	der	Bibliothek	auf	DNA-	und	

Protein-Ebene	von	IK,T	%	geschlussfolgert	werden.		

 
Abbildung	R:	Relative	Häufigkeiten	der	zugelassenen	Aminosäuren	an	allen	Randomisie-
rungspositionen.	Basierend	auf	den	Sequenzierungsdaten	der	HKK	Einzelklone	wurde	gezählt,	wie	
oft	eine	der	für	die	Randomisierung	zugelassenen	Aminosäuren	an	allen	Randomisierungspositio-
nen	auftritt	und	entsprechend	die	relative	Häufigkeit	berechnet.	Die	rot	gestrichelte	Linie	markiert	
die	Wahrscheinlichkeit	in	Höhe	von	^,K	%	für	das	Auftreten	einer	der	HI	verschiedenen	Amino-
säuren.	

Neben	der	Funktionalität	wurden	auf	Basis	der	Sequenzierungsdaten	auch	die	re-

lativen	Häufigkeiten	der	an	den	Randomisierungspositionen	auftretenden	Amino-

säuren	bzw.	den	entsprechenden	Codonen	analysiert.	Die	in	Abbildung	i	darge-

stellte	Auswertung	dieser	 relativen	Häufigkeiten	zeigte,	dass	das	Vorhandensein	

aller	HI	zugelassenen	Aminosäuren	bestätigt	werden	konnte,	während	die	jeweili-

gen	relativen	Häufigkeiten	um	die	Wahrscheinlichkeit	des	Auftretens	von	^,K	%	

schwankten.	 Zudem	 konnte	 kein	 Codon	 für	 die	 Aminosäure	 Cystein	 oder	 ein	

Stoppcodon	aufgefunden	werden,	was	so	auch	 im	Bibliotheksdesign	vorgesehen	

war.	

Da	eine	hohe	Funktionalität	und	Qualität	der	Bibliothek	bestätigt	werden	konnte,	

wurde	diese,	bzw.	das	die	Bibliothek	beinhaltende	Phagemid	pMBgO_LibRW_H._,	

aus	 den	 E.	 coli	 Hg-beta	 Zellen	 isoliert	 und	 für	 eine	 Transformation	 von	E.	 coli	

ERTiKJ	Zellen	(siehe	T.O)	eingesetzt,	da	dieser	E.	coli	Zellstamm	für	die	nachfol-

gende	Selektion	mittels	Phagen-Display	verwendet	werden	sollte.	Im	Zuge	dieser	

Transformationen	wurden	insgesamt	T,_	×	Hgi	cfu	generiert.	Dies	entsprach	einer	

Abdeckung	der	Bibliotheks-Diversität	um	den	Faktor	g,_	und	nach	Patrick	et	al.,	

TggK	einer	Vollständigkeit	der	Bibliothek	von	OT,_	%.	
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4.2 Selektion optimierter Varianten mittels Phagen-Display 

Unter	 Verwendung	 der	 zuvor	 generierten	 DNA-Bibliothek	 pMBgO_LibRW_H._	

(siehe	T.K)	sollte	nun	eine	Selektion	mittels	Phagen-Display	durchgeführt	werden,	

um	verbesserte	Varianten	anreichern	zu	können.	Die	Durchführung	der	Selektion	

ist	unter	Abschnitt	K.O	detailliert	beschrieben.	 In	 jeder	 Selektionsrunde	wurden	

MHK	Bakteriophagen	hergestellt,	welche	die	Trypsiligase-Varianten	der	DNA-Bib-

liothek	 monovalent	 präsentieren.	 Diese	 Bakteriophagen	 wurden	 daraufhin	 mit	

dem	Substratpeptid	Biotin-PEG-GAAYRHAAG-OH	(siehe	T.J),	welches	zuvor	an	

magnetischen	 M-Tig	 Beads	 immobilisiert	 wurde,	 inkubiert.	 Nach	 mehreren	

Waschschritten	erfolgte	die	Elution	gebundener	Phagen	durch	Zugabe	des	Nukle-

ophilpeptids	H-RHAAGEQKLISEEDL-OH.	Insgesamt	wurden	vier	Selektionsrun-

den	durchgeführt.	Dabei	wurde	der	Selektionsdruck	von	Runde	zu	Runde	erhöht,	

indem	die	Substratmenge,	Nukleophilpeptid-Konzentration	und	Inkubationszeit	

während	der	Elution	verringert	wurden,	während	die	Anzahl	der	Waschschritte	

erhöht	wurde.	

Wie	unter	K.O.H	und	K.O.K	beschrieben,	wurden	in	jeder	Selektionsrunde	die	Pha-

gentiter	der	jeweils	eingesetzten	Phagen-Lösungen,	sowie	der	Wasch-	und	Eluti-

onsfraktionen,	bestimmt.	Aus	den	ermittelten	Phagentitern	und	den	Volumina	der	

jeweiligen	Fraktionen	konnten	so	die	Phagen-Mengen	 in	cfu	berechnet	werden.	

Die	Ergebnisse	dieser	Bestimmungen	sind	sowohl	für	die	Menge	an	eingesetzten	

Phagen	als	auch	der	Menge	an	Phagen	nach	Waschen	und	Elution	für	jede	Selek-

tionsrunde	in	Tabelle	H_	zusammengefasst.		

Tabelle	'O:	Übersicht	der	 im	Zuge	des	Phagen-Display	bestimmten	Phagen-Mengen	der	
einzelnen	Selektionsrunden.	Gezeigt	sind	die	Phagen-Mengen	in	cfu,	welche	in	den	jeweiligen	
Selektionsrunden	eingesetzt	bzw.	in	der	jeweils	letzten	Waschfraktion	und	Elutionsfraktion	ent-
halten	waren.		

Selektionsrunde	 H	 T	 K	 O	

Eingesetzte	Phagen	[cfu]	 T,g	×	HgHH	 J,J	×	HgHH	 T,J	×	HgHg	 _,^	×	HgHg	

Phagen	nach	Waschen	[cfu]	 ^,g	×	Hg^	 I,i	×	Hg^	 i,_	×	HgO	 H,i	×	HgO	

Eluierte	Phagen	[cfu]	 H,H	×	Hg_	 K,K	×	Hg_	 H,J	×	Hg^	 J,i	×	HgO	
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4.3 Screening zur Identifikation optimierter Varianten 

Während	die	Selektion	mittels	Phagen-Display	(siehe	O.T)	zur	Anreicherung	opti-

mierter	Varianten	diente,	mussten	dieses	nun	aus	dem	Pool	der	 angereicherten	

Varianten	identifiziert	werden.	Zu	diesem	Zweck	wurde	ein	ELISA-basiertes	Scree-

ning	im	Hochdurchsatz-Format	angewendet,	welches	im	Zuge	der	Promotion	von	

Herrn	Dr.	Marcus	Böhme	(AG	Bordusa,	MLU	Halle-Wittenberg	(Böhme,	TgTH))	

etabliert	wurde.	Hierfür	musste	 jedoch	 zunächst	 die	 rekombinante	Herstellung	

von	Trypsiligase	im	Mikrotiterplatten-Maßstab	validiert	werden.	

4.3.1 Validierung der Biosynthese von Trypsiligase im MTP-Format 

Für	die	 Identifikation	von	optimierten	Varianten	unter	Verwendung	des	ELISA-

basierten	Screenings	musste	sichergestellt	werden,	dass	die	rekombinante	Herstel-

lung	in	P.	pastoris	XKK	im	MTP-Format	ausreichende	Enzymengen	und	damit	en-

zymatische	Aktivität	liefert,	um	im	betrachteten	Reaktionszeitraum	detektierbare	

Signalintensitäten	 zu	 erzielen.	Aufgrund	dessen	 sollte	die	Biosynthese	 im	MTP-

Format	 anhand	 von	Trypsiligase	 als	 Ausgangsvariante	 validiert	werden.	Hierfür	

musste	 zunächst	 das	 Gen	 der	 Trypsiligase	 in	 den	 Expressionsvektor	 pPICZaA	

(siehe	T.K)	subkloniert	werden.	Zu	diesem	Zweck	wurde	das	Gen	unter	Verwen-

dung	 des	 Primerpaares	 pPICZ_BsaI_fwd/rev	 (siehe	 T.T)	 und	 des	 Plasmids	

pMA_OTn-cuo-lib	(siehe	T.K)	mittels	PCR	(siehe	K.H.K)	amplifiziert.	Das	PCR-Pro-

dukt	wurde	mittels	Agarose-Gelelektrophorese	(siehe	K.H.J)	gereinigt	und	einem	

BsaI-Restriktionsverdau	(siehe	K.H.^)	unterzogen,	wodurch	Überhänge	der	Rest-

riktionsenzyme	 AgeI/XhoI	 generiert	 wurden.	 Des	Weiteren	 wurde	 das	 Plasmid	

pPICZaA	 einem	AgeI/XhoI-Restriktionsverdau	 unterzogen	 und	 nach	 Reinigung	

mittels	 Agarose-Gelelektrophorese	 zusammen	mit	 dem	 verdauten	 PCR-Produkt	

für	 eine	 Ligation	 (siehe	 K.H._)	 eingesetzt.	 Das	 Ligationsprodukt	 wurde	 für	 eine	

Transformation	(siehe	K.T.H)	von	E.	coli	^-alpha	(siehe	T.O)	verwendet	und	der	An-

satz	auf	Zeocin-haltigem	LBLS-Agar	(siehe	T.^)	ausgestrichen.	Unter	Verwendung	

einer	Zellkolonie	der	Agarplatte	wurde	die	Plasmid-DNA	isoliert	(siehe	K.H.H)	und	

die	erfolgreiche	Subklonierung	bzw.	Generierung	des	Plasmids	pPICZaA_OTn	mit-

tels	DNA-Sequenzierung	(siehe	K.H.HH)	bestätigt.	Der	so	generierte	Expressions-

vektor	 wurde	 nun	 für	 eine	 Transformation	 elektrokompetenter	P.	 pastoris	 XKK	
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Zellen	(siehe	K.T.K)	eingesetzt.	Die	Biosynthese	von	Trypsiligase	im	MTP-Maßstab	

erfolgte	 nun	 wie	 unter	 K.^.H	 beschrieben	 und	 unter	 Verwendung	 der	 mit	

pPICZaA_OTn	transformierten	P.	pastoris	XKK	Zellen.	Nach	insgesamt	HTg	h	In-

kubation	der	MTP-Expression	wurden	O	µl	der	Kulturen	je	Kavität	abgenommen	

und	eine	H:^g-Verdünnung	in	HI_	µl	BMM-Medium	(siehe	T.^)	angefertigt.	Unter	

Verwendung	 des	 SpectraMaxâ	 Paradigmâ	 MTP-Reader	 (siehe	 T.HH)	 wurde	 die	

OD_gg	dieser	Verdünnungen	gemessen	und	mit	dem	Verdünnungsfaktor	multipli-

ziert.	Die	Ergebnisse	dieser	OD_gg-Messungen	sind	in	Abbildung	JC	dargestellt.	

 
Abbildung	S:	Validierung	der	Biosynthese	von	Trypsiligase	im	MTP-Format.	A-B)	SDS-PAGE	
zur	Detektion	rekombinant	hergestellter	Trypsiligase	in	ausgewählten	Kavitäten.	Jeweils	Tg	µl	der	
Überstände	nach	Zentrifugation	wurden	abgenommen,	mit	_	µl	Kx	SDS-Probenpuffer	versetzt	und	
auf	ein	H^	%iges	SDS-Gel	aufgetragen.	Die	Visualisierung	erfolgte	mittels	Silberfärbung.	M	=	Pa-
geRulerä	Prestained	Protein	Ladder,	MX	to	MNX	kDa;	AH-B_	=	Kavitäten	der	MTP-Biosynthese	C)	
Heatmap	zur	Darstellung	der	gemessenen	OD_gg-Werte	in	den	einzelnen	Kavitäten.	Es	wurden	je-
weils	O	µl	je	Kavität	der	Kulturen	abgenommen	und	in	HI_	µl	BMM-Medium	auf	einer	Microplatte	
I_-well	PS	F-Boden	überführt.	Unter	Verwendung	des	SpectraMaxâ	Paradigmâ	MTP-Reader	wur-
den	die	OD_gg	je	Kavität	gemessen.	D)	Aktivitätsnachweis	unter	Verwendung	der	umgepufferten	
Überstände	 der	MTP-Biosynthese	mittels	 ELISA.	 Es	wurden	 Transamidierungsreaktionen	 unter	
Verwendung	der	T-fach	(grün)	und	O-fach	(blau)	verdünnten,	umgepufferten	Überstände	und	H	µM	
Trypsiligase	als	Referenz	(rot)	angesetzt	und	mittels	ELISA	auf	die	Produktbildung	hin	analysiert.	
Reaktionsbedingungen:	 ^g	µM	 Biotin-PEG-GAAYRHAAG-OH;	 Hgg	µM	H-RHAAGEQKLISEEDL-
OH;	Tgg	µM	ZnClT	in	Puffer	T	(siehe	T.I);	Kg	°C	unter	Schütteln.	

Die	ermittelten	OD_gg-Werte	schwankten	dabei	um	einen	Mittelwert	von	Hg,_	bei	

einer	 Standardabweichung	 von	 H,T,	 was	 für	 ein	 weitestgehend	 homogenes	
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Zellwachstum	sprach.	Lediglich	die	Kavität	HHH	wich	hier	mit	einer	OD_gg	von	nur	

^,K	 stärker	 vom	 Mittelwert	 ab.	 Um	 den	 Gehalt	 an	 rekombinant	 hergestellter	

Trypsiligase	in	der	MTP-Biosynthese	untersuchen	zu	können,	wurde	eine	Analyse	

mittels	SDS-PAGE	(siehe	K.K.O)	unter	Verwendung	der	Überstände	(je	Tg	µl)	von	

den	Kavitäten	AH-B_	durchgeführt	(Abbildung	JA-B).	Die	Detektion	der	Proteine	

erfolgte	hierbei	mittels	Silberfärbung.	In	nahezu	allen	Kavitäten	konnte	eine	Pro-

teinbande	bei	ca.	T^	kDa	gefunden	werden,	welche	der	Bande	von	Trypsiligase	mit	

einem	Molekulargewicht	von	TKJOK	Da	entsprach.	Zudem	war	die	Bandenintensi-

tät	weitestgehend	konstant,	was	auf	eine	gleichmäßige	Biosynthese	der	Trypsiliga-

se	in	den	verschiedenen	Kavitäten	deutete.	Lediglich	für	den	Überstand	der	Kavität	

AHT	konnte	keine	Proteinbande	bei	T^	kDa	detektiert	werden.	

Die	enzymatische	Aktivität	der	hergestellten	Trypsiligase	war	hier	als	das	wich-

tigste	Kriterium	im	Zuge	der	Validierung	anzusehen,	weswegen	unter	Verwendung	

der	 generierten	 und	 umgepufferten	 Überstände	 ein	 Aktivitätsnachweis	 mittels	

ELISA	(siehe	K.^.T)	durchgeführt	wurde.	Dabei	wurden	die	Überstände	in	einer	T-

fach	und	O-fach	Verdünnung	eingesetzt	und	zudem	H	µM	gereinigte	Trypsiligase	

als	Referenz	mitgeführt.	Die	entsprechende	Auftragung	der	gemessenen	und	kor-

rigierten	AO^g-Werte,	welche	mit	der	Menge	an	entstandenem	Aminolyseprodukt	

korrelieren,	 gegen	 die	 Reaktionszeit	 (Abbildung	 JD)	 zeigte	 eine	 deutliche	 und	

Konzentrations-abhängige,	enzymatische	Aktivität	von	Trypsiligase	an,	wobei	die	

Referenz	mit	H	µM	Trypsiligase	die	schnellste	Produktbildung	zeigte.	Aus	diesem	

Grund	wurde	im	anschließenden	ELISA-basierten	Screening	auf	eine	zusätzliche	

Verdünnung	der	Überstände	verzichtet.	Anhand	der	Ergebnisse	konnte	die	Bio-

synthese	von	Trypsiligase	im	MTP-Format	validiert	werden,	was	eine	erfolgreiche	

Biosynthese	der	angereicherten	Varianten	im	Screening	ermöglichen	sollte.		

4.3.2 Screening im Hochdurchsatz-Format 

Die	Durchführung,	welche	im	Wesentlichen	aus	zwei	Schritten	besteht	(Biosyn-

these	 im	MTP-Format	und	ELISA-basiertes	Screening),	 ist	unter	K.^.K	und	K.^.O	

detailliert	beschrieben.	Für	das	 Screening	mussten	die	Gene	der	 angereicherten	

Varianten	zunächst	in	den	Expressionsvektor	pPICZaA	subkloniert	werden,	da	für	

die	 Biosynthese	 der	 Einzelvarianten	 P.	pastoris	 genutzt	 werden	 sollte.	 Diese	
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Subklonierung	wurde	anhand	einer	Megaprimer-Mutagenese	(siehe	K.H.i)	durch-

geführt,	wobei	als	Template	das	Plasmid	pPICZaA_OTn	eingesetzt	wurde.	Hierbei	

musste	sichergestellt	werden,	dass	der	Anteil	des	Plasmids	pPICZaA_OTn	nach	der	

Megaprimer-PCR	und	DpnI-Verdau	möglichst	 gering	 ist,	 um	 ein	 hohes	Hinter-

grundsignal	durch	das	mitgeführte	Wildtyp-Trypsiligase-Gen	während	des	Scree-

nings	 zu	 vermeiden.	 Zu	 diesem	Zweck	wurde	 eine	Negativkontrolle	 in	 der	Me-

gaprimer-PCR	mitgeführt,	bei	welcher	kein	Megaprimer	hinzugefügt	wurde.	Nach	

Transformation	von	E.	coli	^-alpha	mit	den	beiden	PCR-Ansätzen	konnte	so	das	

Verhältnis	 der	 erreichten	 cfu	 bestimmt	 werden,	 welches	 bei	 iiT:H	 (Varian-

ten:Trypsiligase)	lag.	Nach	anschließender	Transformation	von	P.	pastoris	XKK	mit	

dem	 soeben	 generierten	 Plasmid	 pPICZaA_LibRW_H.__Out_RdO,	 welches	 die	

Gene	der	nach	vier	Selektionsrunden	angereicherten	Varianten	enthielt,	wurden	

insgesamt	 K_J	 Einzelklone	 gepickt	 und	 in	 ein	 MTP-Format	 als	 Glycerolstocks	

überführt.	Diese	Glycerolstocks	wurden	daraufhin	für	die	Biosynthese	von	Einzel-

varianten	 im	MTP-Format	 verwendet	und	die	dabei	 generierten,	umgepufferten	

Überstände	für	das	ELISA-basierte	Screening	eingesetzt.		

Das	 Funktionsprinzip	 des	 Screenings	 beruhte	 auf	 dem	 direkten	 Nachweis	 des	

Transamidierungsproduktes	mittels	ELISA.	Hierfür	wurden	Transamidierungsre-

aktionen	im	MTP-Format	angesetzt,	wobei	den	Einzelvarianten	das	Edukt	Biotin-

PEG-GAAYRHAAG-OH	und	das	Nukleophil-Peptid	H-RHAAGEQKLISEEDL-OH	

zugesetzt	wurden.	Das	verwendete	Nukleophil-Peptid	beinhaltete	dabei	einen	C-

terminalen	 c-Myc-Tag	 (H-EQKLISEEDL-OH).	 Bei	 Vorhandensein	 einer	 aktiven	

Trypsiligase-Variante	 kam	 es	 nun	 zur	 Bildung	 des	 Hydrolyseproduktes	 Biotin-

PEG-GAAY-OH	bzw.	des	Aminolyseproduktes	Biotin-PEG-GAAYRHAAGEQKLI-

SEEDL-OH.	Die	 Reaktionen	wurden	 zu	 definierten	 Zeitpunkten	 (^;	 Kg;	_g	 und	

H^g	min)	abgestoppt	und	auf	Streptavidin-beschichtete	KJO-well	MTPs	überführt.	

Hierdurch	wurde	das	biotinylierte	Edukt	sowie	das	Hydrolyse-	und	Aminolysepro-

dukt	immobilisiert,	während	das	überschüssige	Nukleophil-Peptid	durch	Waschen	

entfernt	wurde.	Nun	konnte	das	immobilisierte	Aminolyseprodukt	mittels	ELISA	

unter	Verwendung	eines	 c-Myc-spezifischen	Antikörpers	nachgewiesen	werden.	

Da	die	Menge	des	gebundenen,	primären	bzw.	HRP-konjugierten,	sekundären	An-

tikörpers	direkt	vom	prozentualen	Anteil	des	Aminolyseproduktes	abhängig	war,	
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korrelierte	somit	die	Signalintensität	der	normierten	Absorption	bei	O^g	nm	direkt	

mit	der	prozentualen	Ausbeute	des	Aminolyseproduktes.		

 
Abbildung	W:	Progresskurven	der	im	ELISA-basierten	Screening	identifizierten	'S	Varian-
ten.	Dargestellt	sind	die	gemessenen	und	normierten	Absorptionen	bei	O^g	nm	der	HJ	identifizier-
ten	Varianten	(blau;	Einzelbestimmungen),	welche	gegen	die	Reaktionszeit	aufgetragen	wurden.	
Dabei	korreliert	die	normierte	AO^g	mit	der	Produktbildung.	Die	rote	Progresskurve	zeigt	die	ge-
mittelten	Messwerte	aller	auf	den	MTP	mitgeführten	Trypsiligase-Referenzkontrollen.	

Von	K_J	gescreenten	Einzelvarianten	konnten	HJ	(O,I	%)	identifiziert	werden,	die	

eine	Transamidierungsaktivität	zeigten.	 In	Abbildung	I	sind	die	Progresskurven	

dieser	HJ	Varianten	dargestellt,	welche	 sich	 aus	der	Auftragung	der	normierten	

Absorptionen	bei	O^g	nm	gegen	die	Reaktionszeit	ergaben	(siehe	S.	_g).	Als	Refe-

renz	ist	die	Progresskurve	für	Trypsiligase	in	Rot	aufgetragen,	welche	sich	aus	den	

gemittelten	Progresskurven	aller	auf	den	Mikrotiterplatten	mitgeführten	Trypsi-

ligase-Kontrollen	ergab.	Neun	der	HJ	identifizierten	Varianten	zeigten	im	betrach-

teten	Reaktionszeitraum	höhere	Signalintensitäten	als	die	gemittelte	Trypsiligase-

Referenz.	 Insbesondere	 Variante	 HCHH	 ragte	 hier	 hervor,	 da	 jene	 Variante	 die	

schnellste	Zunahme	der	Signalintensität	zeigte	und	eine	erreichte	AO^g	von	H,IO	

nach	 _g	min	 Reaktionszeit	 auf	 eine	 im	 Vergleich	 zu	 Trypsiligase	

(AO^g	(_g	min)	=	H,Ti)	erhöhte	Ausbeute	an	Aminolyseprodukt	hinwies.	Daneben	

zeigte	Variante	OCHT	die	höchste	erreichte	Signalintensität	nach	H^g	min	Reakti-

onszeit	von	AO^g	=	T,gK.	Die	verwendete	Nomenklatur	für	die	Benennung	der	En-

zymvarianten	geht	auf	die	Lokalisierung	dieser	Varianten	auf	den	entsprechenden	

Glycerolstock-Mikrotiterplatten	zurück	(HCHH	bedeutet	Kavität	CHH	auf	Platte	H).	
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4.4 Primäre Charakterisierung identifizierter Trypsiligase-Varianten 

Nachdem	im	Zuge	des	ELISA-basierten	Screenings	mehrere	potentiell	optimierte	

Variante	identifiziert	werden	konnten,	galt	es	nun,	diese	Varianten	einer	primären	

Charakterisierung	zu	unterziehen,	um	insbesondere	hinsichtlich	der	katalytischen	

Syntheseeffizienz	 diskriminieren	 zu	 können.	 Hierfür	 sollten	 alle	 Varianten	 zu-

nächst	 sequenziert	werden,	was	 Informationen	 über	 die	 an	 den	 randomisierten	

Positionen	auftretenden	Mutationen	liefern	sollte.	Daraufhin	sollten	die	funktio-

nalen	Einzelvarianten	rekombinant	hergestellt	werden,	um	sie	anschließend	an-

hand	von	Transamidierungsstudien	für	einer	primäre,	enzymkinetische	Charakte-

risierung	verwenden	zu	können.	

4.4.1 Sequenzierung der identifizierten Varianten 

Zur	Sequenzierung	der	im	Zuge	des	Screenings	identifizierten	Varianten	musste	

zunächst	die	genomische	DNA	der	P.	pastoris	Zellen	isoliert	werden	(siehe	K.H.T).	

Anschließend	wurden	die	Gene	der	Varianten	mittels	PCR	(siehe	K.H.K)	unter	Ver-

wendung	der	Primer	pPICZ_seq_fwd	und	pIBO_OTn_rev	 (siehe	T.T)	 amplifiziert	

und	 mittels	 Agarose-Gelelektrophorese	 (siehe	 K.H.J)	 gereinigt.	 Die	 gereinigten	

PCR-Produkte	wurden	daraufhin	für	eine	DNA-Sequenzierung	(siehe	K.H.HH)	unter	

Verwendung	des	Primers	pPICZ_seq_fwd	eingesetzt.	

Bei	fünf	der	im	Zuge	des	Screenings	identifizierten	und	nun	sequenzierten	HJ	Va-

rianten	bzw.	P.	pastoris	Transformanten	wurden	multiple	Insertionen	von	Genen	

der	Trypsiligase-Varianten	vorgefunden,	was	sich	anhand	von	Überlagerungen	der	

Signale	verschiedener	Nukleotide	an	den	randomisierten	Positionen	zeigte.	Dem-

zufolge	konnten	die	Codone	und	somit	Mutationen	an	den	randomisierten	Positi-

onen	nicht	aufgelöst	werden,	weswegen	diese	Varianten	im	Zuge	der	weiteren	Cha-

rakterisierung	nicht	mehr	berücksichtigt	wurden.	Bei	weiteren	fünf	der	HJ	Varian-

ten	wurde	durch	die	Sequenzierung	das	Gen	der	Trypsiligase	identifiziert.	Ange-

sichts	der	Tatsache,	dass	sich	die	für	die	Randomisierung	verwendeten	Codone	für	

die	verschiedenen	Aminosäuren	von	jenen,	welche	im	Gen	der	Trypsiligase	als	Aus-

gangsvariante	enthalten	sind,	unterschieden,	konnte	hier	klar	diskriminiert	wer-

den,	ob	es	sich	um	das	Gen	der	Ausgangsvariante	handelte	oder	aber	um	die	zufäl-

lige	Wiederfindung	der	Trypsiligase	in	der	Bibliothek.	Hier	war	Ersteres	der	Fall,	
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sodass	es	sich	um	das	Gen	der	Trypsiligase	aus	dem	Plasmid	pPICZaA_OTn	han-

delte	(siehe	auch	O.K.T).		

Tabelle	 'R:	Übersicht	der	 Sequenzierungsergebnisse	 von	acht	 identifizierten	Varianten.	
Dargestellt	sind	die	an	den	randomisierten	Positionen	auftretenden	Aminosäuren	bzw.	Mutatio-
nen,	welche	sich	aus	den	Ergebnissen	der	Sequenzierung	ergeben.	Die	Farbcodierung	richtet	sich	
nach	den	physikochemischen	Eigenschaften	der	Aminosäureseitenketten	(Grün	=	polar;	Orange	=	
unpolar/aromatisch;	Rot	=	sauer;	Blau	=	basisch),	wobei	die	Zuordnung	hinsichtlich	der	Polarität	
nach	Radzicka	&	Wolfenden,	HIJJ	erfolgte.	

	

Die	Ergebnisse	der	Sequenzierungen	der	verbliebenen	acht	Varianten	sind	in	Ta-

belle	Hi	dargestellt.	Auffällig	waren	hier	die	Varianten	TCHH,	KGT	und	OEH,	bei	

welchen	an	den	Positionen	THO;	THI	und	TTH	die	gleichen	Codone	wie	bei	Trypsi-

ligase	auftraten.	Wie	zuvor	bereits	beschrieben,	liegt	der	Ursprung	dieser	Codone	

nicht	in	der	Bibliothek,	sondern	im	Gen	der	Trypsiligase	(siehe	auch	Kapitel	^.K).	

Insbesondere	für	Position	THO	ließ	sich	aus	den	Sequenzierungsdaten	ein	Konsen-

sus-Motiv	ableiten,	da	trotz	Randomisierung	und	somit	dem	möglichen	Auftreten	

von	HI	verschiedenen	Aminosäuren	nur	die	Aminosäuren	Alanin,	Glycin	und	Serin	

an	dieser	Position	vorgefunden	wurden.	Weiterhin	wurden	an	den	Positionen	II	

und	TTH	nur	unpolare	bzw.	aromatische	Aminosäureseitenketten	identifiziert.	

4.4.2 Rekombinante Herstellung der identifizierten Varianten 

Um	 die	 acht	 funktionalen	 Einzelvarianten,	 welche	 im	 Zuge	 der	 Sequenzierung	

(siehe	O.O.H)	erfolgreich	ermittelt	werden	konnten,	insbesondere	hinsichtlich	ihres	

synthetischen	 Potentials	 anhand	 von	 Transamidierungsstudien	 näher	

Variante
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charakterisieren	zu	können,	mussten	diese	nun	rekombinant	hergestellt	und	chro-

matografisch	gereinigt	werden.	Die	Biosynthese	erfolgte	dabei,	wie	unter	K.T.O	be-

schrieben,	rekombinant	in	P.	pastoris	XKK.	Hierfür	wurden	die	im	Zuge	des	Scree-

nings	generierten	Glycerolstock-Mikrotiterplatten	(siehe	K.^.K	und	O.K.T)	verwen-

det,	 um	 die	 entsprechenden	 Einzelklone	 auf	 YPDS-Agarplatten	 zu	 überführen.	

Nach	einer	Inkubation	für	iT	h	bei	Kg	°C	wurden	diese	Agarkulturen	für	die	In-

okulation	der	Vorkulturen	zur	Biosynthese	verwendet.	Schließlich	wurde	der	Kul-

turüberstand	nach	der	Biosynthese,	welcher	die	sezernierten	Enzymvarianten	ent-

hielt,	für	eine	Zweischrittreinigung,	bestehend	aus	einer	Kationenaustausch-Chro-

matografie	und	einer	Größenausschluss-Chromatografie,	eingesetzt.		

 
Abbildung	'[:	Chromatografische	Reinigung	der	Trypsiligase-Variante	'C''.	A)	Dargestellt	
ist	das	Chromatogramm	der	Kationenaustausch-Chromatografie	von	Variante	HCHH.	Die	blau	ge-
kennzeichneten	Fraktionen	wurden	vereinigt,	konzentriert	und	für	die	nachfolgende	Größenaus-
schluss-Chromatografie	 eingesetzt.	B)	 Gezeigt	 ist	 das	 Chromatogramm	 der	 Größenausschluss-
Chromatografie	von	Variante	HCHH.	Die	mittels	SDS-PAGE	analysierten	Fraktionen	sind	entspre-
chend	gekennzeichnet.	Die	Fraktionen	HJ-TK	wurden	vereinigt	und	konzentriert.	C)	Analyse	der	
vereinigten	 Fraktionen	 der	 Kationenaustausch-Chromatografie	 (IEX	 Eluat)	 sowie	 ausgewählter	
Fraktionen	der	Größenausschluss-Chromatografie	 (SEC)	mittels	 SDS-PAGE.	 Jeweils	 Tg	µl	 Probe	
wurden	mit	_	µl	Kx	SDS-Probenpuffer	versetzt	und	auf	ein	H^	%iges	SDS-Gel	aufgetragen.	Die	Vi-
sualisierung	 erfolgte	 mittels	 Silberfärbung.	 M	 =	 PageRulerä	 Prestained	 Protein	 Ladder,	 MX	 to	
MNX	kDa	 D)	 LC/MS-Analytik	 der	 gereinigten	 und	 konzentrierten	 Variante	 HCHH	 (Mber.	 =	
TKiIK,J	Da;	Mgem.	=	TKiIK	Da).	

 



Ergebnisse 

 81 

Die	Durchführung	dieser	chromatografischen	Reinigung	ist	unter	K.K.T	detailliert	

beschrieben.	In	Abbildung	Hg	ist	der	Reinigungsverlauf	für	die	Trypsiligase-Vari-

ante	 HCHH	 exemplarisch	 dargestellt.	 Mittels	 Kationenaustausch-Chromatografie	

wurde	Variante	HCHH	zunächst	aus	dem	Kulturüberstand	isoliert	(Abbildung	HgA),	

wobei	ein	Stufengradient	mit	_g	%	Elutionspuffer	angewendet	wurde.	Im	zweiten	

Reinigungsschritt	mittels	Größenausschluss-Chromatografie	konnte	daraufhin	die	

monomere	Enzymspezies	bei	einem	Retentionsvolumen	von	ig-Jg	ml	fraktioniert	

werden	(Abbildung	HgB).	Mittels	SDS-PAGE	(siehe	K.K.O)	wurde	anschließend	das	

Eluat	 der	Kationenaustausch-Chromatografie	 sowie	 ausgewählte	 Fraktionen	 der	

Größenausschluss-Chromatografie	analysiert	 (Abbildung	HgC).	Anhand	der	Pro-

teinbanden	bei	ca.	T^	kDa	konnte	so	das	Vorhandensein	der	Variante	HCHH	(Mber.	

=	TKiIK,J	Da)	 in	den	Fraktionen	HJ-TT	bestätigt	werden.	 Jedoch	konnten	auch	

schwache	 Banden	 bei	 gleicher	 Größe	 in	 den	 Fraktionen	 O-_	 detektiert	 werden.	

Diese	Fraktionen	entsprachen	dabei	einem	Retentionsvolumen	von	ca.	Og-^g	ml,	

was	 dem	 Ausschlussvolumen	 der	 verwendeten	 HiLoad	 H_/_gg	 Superdex	 i^	pg	

Säule	(siehe	T.Hg)	gleichkam.	Da	anhand	der	Analyse	mittels	SDS-PAGE	auch	eine	

hohe	Reinheit	der	Variante	HCHH	in	den	Fraktionen	HJ;	Tg	und	TT	bestätigt	werden	

konnte,	wurden	die	Fraktionen	HJ-TK	vereinigt	und	konzentriert.	Daraufhin	wurde	

sowohl	die	Identität	als	auch	die	Reinheit	der	präparierten	Trypsiligase-Variante	

HCHH	mittels	LC/MS-Analytik	(siehe	K.K.^)	verifiziert	(Abbildung	HgD).	

Tabelle	'S:	Übersicht	der	erhaltenen	Ausbeuten	je	Liter	Kulturmedium	aller	rekombinant	
hergestellten	und	gereinigten	Varianten.	Ausbeute	für	Trypsiligase	nach	Böhme,	TgTH.	

Variante	 Ausbeute	[mg/l	Kultur]	 Variante	 Ausbeute	[mg/l	Kultur]	

Trypsiligase	 HO,K	 KGT	 K,I	

HAHT	 ^,_	 OCHT	 O,J	

HCHH	 K,H	 OEH	 K,^	

TBI	 _,O	 OFJ	 K,O	

TCHH	 J,J	 	 	

Die	 finale	 Ausbeute	 nach	 Biosynthese	 und	 chromatografischer	 Reinigung	 der	

Trypsiligase-Variante	HCHH	lag	bei	K,H	mg/l	Kulturmedium.	In	Tabelle	HJ	sind	die	

erreichten	 Ausbeuten	 aller	 hergestellten	 Varianten	 wiedergegeben.	
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Dementsprechend	lagen	die	erreichten	Ausbeuten	für	alle	Varianten	unter	jener,	

welche	für	die	Biosynthese	von	Trypsiligase	in	P.	pastoris	XKK	beobachtet	werden	

konnte	(Böhme,	TgTH).	

4.4.3 Transamidierungsstudien anhand der identifizierten Varianten 

Nachdem	alle	identifizierten	Varianten	erfolgreich	in	P.	pastoris	XKK	rekombinant	

hergestellt	werden	konnten,	sollten	diese	nun	hinsichtlich	ihres	synthetischen	Po-

tentials	einer	primären	Charakterisierung	unterzogen	werden.	Hierbei	war	natür-

lich	vorrangig	von	Interesse,	inwieweit	die	maximal	erreichbare	Ausbeute	an	Ami-

nolyseprodukt	gesteigert	werden	konnte.	Dazu	wurden	Transamidierungsstudien,	

wie	unter	K._.H	beschrieben,	durchgeführt,	wobei	die	identifizierten	und	rekombi-

nant	 hergestellten	 Trypsiligase-Varianten	 sowie	 Trypsiligase	 als	 Referenz	 einge-

setzt	wurden.	Im	Zuge	dieser	Transamidierungsreaktionen	wurde	zudem	das	Sub-

strat-Peptid	 Bz-AAYRHAAG-OH	mit	 einer	 Konzentration	 von	 T^g	µM	 und	 ein	

zweifacher	Überschuss	des	Nukleophil-Peptides	H-RHAK-OH	(^gg	µM)	verwen-

det.	Neben	der	maximal	erreichten	Ausbeute	an	Aminolyseprodukt	wurden	wei-

terhin	die	apparenten	Wechselzahlen	der	Aminolyse-	und	Hydrolyseaktivität	be-

stimmt.	Für	die	Bestimmung	der	apparenten	Wechselzahl	der	Aminolyseaktivität	

wurde	 die	 Reaktionsgeschwindigkeit	 aus	 dem	 initialen	 Anstieg	 der	 Produktbil-

dung	mittels	 linearer	Regression	ermittelt	und	mit	der	eingesetzten	Enzymkon-

zentration	dividiert.	Im	Gegensatz	dazu	wurde	für	die	Hydrolyseaktivität	der	ge-

samte	Reaktionszeitraum	für	die	lineare	Regression	herangezogen.	Aus	den	so	er-

mittelten	apparenten	Wechselzahlen	wurde	zusätzlich	der	Quotient	aus	Amino-

lyse-	durch	Hydrolyseaktivität	berechnet.	

Die	Ergebnisse	dieser	Transamidierungsstudien	sind	in	Tabelle	HI	dargestellt.	So	

konnte	im	Vergleich	zu	Trypsiligase	mit	einer	maximalen	Ausbeute	von	OH,H	%	für	

alle	acht	identifizierten	Varianten	eine	höhere	maximale	Ausbeute	festgestellt	wer-

den.	Gleichzeitig	 korrelierte	 eine	 Zunahme	 der	maximalen	Ausbeute	weitestge-

hend	mit	einer	Steigerung	des	Quotienten	der	apparenten	Wechselzahlen	(Ami-

nolyse/Hydrolyse).	Dabei	erreichten	die	Varianten	HCHH	und	OFJ	mit	_H,i	bzw.	

^^,I	die	höchsten	Quotienten,	welche	damit	ca.	um	Faktor	Hi-HI	höher	waren	als	

für	 Trypsiligase.	 Diese	 beiden	 Varianten	 erreichten	 damit	 auch	 folgerichtig	 die	
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höchsten	maximalen	Ausbeuten	von	_H,J	%	(HCHH)	und	_H,I	%	(OFJ).	Beachtlich	

war	hierbei,	dass	beide	Varianten	im	Vergleich	zu	Trypsiligase	eine	um	den	Faktor	

K-O	verringerte	Aminolyseaktivität	zeigten.	Dieser	Umstand	wurde	jedoch	durch	

eine	um	den	Faktor	^g-ig	verringerte	Hydrolyseaktivität	zugunsten	der	Synthe-

seeffizienz	kompensiert.		

Tabelle	'W:	Übersicht	zur	primären	Charakterisierung	der	identifizierten	Trypsiligase-Va-
rianten.	Gezeigt	 sind	die	Ergebnisse	der	 Sequenzierung	der	 identifizierten	Varianten	 sowie	die	
anhand	von	Transamidierungsstudien	ermittelten	Werte	zur	maximalen	Ausbeute	und	apparenten	
Wechselzahlen	 der	 Aminolyse-	 und	 Hydrolyseaktivität	 im	 Vergleich	 mit	 Trypsiligase	 (Statistik	
siehe	K.I).	Weiterhin	wurde	jeweils	der	Quotient	der	apparenten	Wechselzahlen	berechnet.	Reak-
tionsbedingungen:	T,^-Tg	µM	Enzym,	T^g	µM	Bz-AAYRHAAG-OH,	^gg	µM	H-RHAK-OH,	Hgg	µM	
ZnClT	in	Puffer	T	(siehe	T.I);	Kg	°C	unter	Schütteln.	AL	=	Aminolyse,	HL	=	Hydrolyse	

	
Zusammenfassend	konnten	also	die	Trypsiligase-Varianten	HCHH	und	OFJ	als	die	

beiden	vielversprechendsten	Varianten	 im	Zuge	der	primären	Charakterisierung	

identifiziert	 werden.	 Dementsprechend	 sollten	 diese	 beiden	 Varianten	 für	 eine	

weitere	und	detaillierte	Charakterisierung	verwendet	werden,	um	ihre	Eignung	als	

Biokatalysator	für	die	praxisorientierte	Anwendung	eruieren	zu	können.		

4.5 Studien zur Erkennungssequenz der Varianten 1C11 und 4F8 

Im	Zuge	der	Charakterisierung	der	Trypsiligase-Varianten	HCHH	und	OFJ	sollte	zu-

nächst	untersucht	werden,	inwieweit	die	Enzymspezifität	der	Trypsiligase	als	Aus-

gangsvariante	 für	die	Erkennungssequenz	YRH	durch	die	eingeführten	Mutatio-

nen	beeinflusst	wurde.	Zu	diesem	Zweck	wurden	Hydrolysestudien	(siehe	K._.T)	
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unter	 Verwendung	 der	 beiden	 Varianten	 und	 einer	 Peptid-Bibliothek	 durchge-

führt.	Die	in	dieser	Peptid-Bibliothek	enthaltenen	Substrat-Peptide	unterschieden	

sich	dabei	durch	Variation	der	Aminosäuren	 innerhalb	der	Erkennungssequenz.	

So	 bestanden	 alle	 Peptide	 aus	 der	 allgemeinen	 Aminosäuresequenz	 Bz-

AAXPHXPH’XPT’AAG-OH	und	wiesen	dementsprechend	unterschiedliche	Aminosäu-

ren	 in	PH-,	PH‘-	und	PT‘-Position	auf.	 Im	Rahmen	der	Hydrolysestudien	wurden	

Progresskurven	generiert,	indem	die	gemessenen	Konzentrationen	an	Hydrolyse-

produkt	gegen	die	Reaktionszeit	aufgetragen	wurden	(Abbildung	HHB).	Aus	diesen	

Progresskurven	wurden	mittels	linearer	Regression	die	Reaktionsgeschwindigkei-

ten	bestimmt	und	durch	Division	mit	der	eingesetzten	Enzymkonzentration	die	

apparenten	Wechselzahlen	berechnet	(Abbildung	HHA).		

Die	hierbei	generierten	Daten	wiesen	auf	eine	breite	Akzeptanz	verschiedener	Er-

kennungssequenzen	durch	die	Varianten	HCHH	und	OFJ	hin.	Dabei	zeigten	sie	eine	

Präferenz	für	unpolare	bzw.	aromatische	Aminosäureseitenketten	in	PH-Position.	

Die	Substitution	des	Tyrosins	in	PH-Position	durch	Leucin,	Tryptophan	oder	Phe-

nylalanin	 führte	hier	 zu	 einer	 Steigerung	der	Hydrolyseaktivität	um	den	Faktor	

K,K-O,_.	 Im	Gegensatz	dazu	 führte	ein	Austausch	an	dieser	Position	mit	Alanin,	

Arginin	oder	Asparaginsäure	zu	keiner	messbaren	Hydrolyseaktivität.	In	der	PH‘-

Position	führte	der	Austausch	des	Arginins	mit	der	gleichermaßen	basischen	Ami-

nosäure	Lysin	zu	einer	um	den	Faktor	O,O	gesteigerten	Hydrolyseaktivität	für	beide	

Varianten,	während	hier	ebenfalls	eine	Asparaginsäure	bei	nahezu	gleichbleiben-

der	Hydrolyseaktivität	toleriert	wurde.	Die	Substitution	des	Histidins	in	PT‘-Posi-

tion	mit	polaren	Aminosäuren	wie	Asparaginsäure	oder	Asparagin	hatte	ebenfalls	

keinen	signifikanten	Einfluss	auf	die	Hydrolysegeschwindigkeit.	Eine	Substitution	

zu	Alanin	an	dieser	Position	führte	hier	jedoch	zur	Inaktivität.	Die	Auswertung	der	

hier	 aufgeführten	Hydrolysestudien	war	 jedoch	 insofern	problematisch,	 als	dass	

die	aufgenommenen	Progresskurven	keine	linearen	Reaktionsverläufe	zeigten,	wie	

es	für	die	Hydrolysereaktion	zu	erwarten	gewesen	wäre.	Durch	den	Vergleich	der	

in	Abbildung	HHB	dargestellten	Progresskurven	mit	den	gleichfarbigen	Funktionen	

der	linearen	Regression	(gestrichelte	Linie)	wurde	deutlich	ersichtlich,	dass	die	Re-

aktionsgeschwindigkeit	mit	zunehmender	Reaktionszeit	abnahm.	Dieser	Umstand	

war	darauf	zurückzuführen,	dass	die	durch	die	Hydrolysereaktion	frei	werdenden	
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Aminogruppen	der	abgespaltenen	Peptide	in	Folgereaktionen	als	Nuklephile	bzw.	

Acyl-Akzeptoren	fungierten	und	so	zur	Rückbildung	des	Eduktes	in	einer	Amino-

lysereaktion	führten.	Dementsprechend	konnte	im	Rahmen	dieser	Hydrolysestu-

dien	nicht	die	reine	Hydrolysereaktion	betrachtet	werden.	

 
Abbildung	'':	Hydrolyseaktivität	der	Varianten	'C''	und	KFS	unter	Verwendung	verschie-
dener	Erkennungssequenzen.	A)	Gezeigt	sind	die	apparenten	Wechselzahlen	der	Hydrolyseak-
tivität	von	Variante	HCHH	und	OFJ	unter	Verwendung	verschiedener	Substrat-Peptide	mit	Variation	
der	Aminosäuren	in	PH-,	PH‘-	und	PT‘-Position.	B)	Dargestellt	sind	die	Progresskurven	der	mittels	
HCHH	 katalysierten	 Hydrolysereaktionen	 für	 die	 Substrate	 RH-YRH-RT	 (Violett)	 und	 RH-LRH-RT	
(Türkis)	sowie	die	aus	den	entsprechenden	linearen	Regressionen	resultierenden	Funktionen	(ge-
strichelte	 Linien).	Reaktionsbedingungen:	 T-O	µM	 HCHH	 bzw.	 OFJ,	 H	mM	Bz-AAXPHXPH’XPT‘AAG-
OH,	Hgg	µM	ZnClT	in	Puffer	T	(siehe	T.I);	Kg	°C	unter	Schütteln.	RH	=	Bz-AA,	RT	=	AAG-OH.	Alle	
gezeigten	Datenpunkte	resultieren	aus	den	Mittelwerten	unabhängiger	K-fach-Bestimmungen.	Die	
jeweiligen	Standardabweichungen	sind	als	Fehlerbalken	dargestellt.	

Um	diesem	Umstand	zu	begegnen	und	aussagekräftigere	Informationen	zur	prä-

ferierten	Erkennungssequenz	der	Varianten	HCHH	und	OFJ,	insbesondere	im	Hin-

blick	auf	die	anwendungsrelevante	Syntheseeffizienz,	generieren	zu	können,	wur-

den	zusätzlich	Transamidierungsstudien	(siehe	K._.H)	unter	Verwendung	ausge-

wählter	Substrat-Peptide	durchgeführt.	Neben	RH-YRH-RT	(RH	=	Bz-AA,	RT	=	AAG-

OH),	welches	entsprechend	die	in	der	Selektion	und	Screening	verwendete	Erken-

nungssequenz	enthielt,	wurden	die	Peptide	RH-YKH-RT,	RH-LRH-RT,	RH-WRH-RT	

und	RH-FRH-RT	ausgewählt,	da	die	Varianten	HCHH	und	OFJ	für	diese	vier	Peptide	

die	höchsten	Aktivitäten	im	Rahmen	der	Hydrolysestudien	zeigten.		

Die	Ergebnisse	der	Transamidierungsstudien	 sind	 in	Tabelle	Tg	und	Tabelle	TH	

zusammengefasst.	Wie	bereits	 im	Zuge	der	primären	Charakterisierung	anhand	

von	 Transamidierungsstudien	 (siehe	 O.O.K)	 beobachtet	 werden	 konnte,	
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korrelierten	 die	 Quotienten	 der	 apparenten	Wechselzahlen	 (Aminolyse-	 durch	

Hydrolyseaktivität)	mit	den	erreichten,	maximalen	Ausbeuten.		

Tabelle	H[:	Analysen	zur	präferierten	Erkennungssequenz	der	Variante	'C''	anhand	von	
Transamidierungsstudien	mit	ausgewählten	Substrat-Peptiden.	Gezeigt	sind	die	maximalen	
Ausbeuten	der	Transamidierung	und	apparenten	Wechselzahlen	der	Aminolyse-	und	Hydrolyse-
aktivität	für	Variante	HCHH	unter	Verwendung	ausgewählter	Substrat-Peptide	(Statistik	siehe	K.I).	
Reaktionsbedingungen:	H-H^	µM	HCHH,	T^g	µM	Bz-AAXPHXPH’XPT‘AAG-OH,	^gg	µM	H-RHAK-OH	
bzw.	H-KHAK-OH,	Hgg	µM	ZnClT	in	Puffer	T	(siehe	T.I);	Kg	°C	unter	Schütteln.	AL	=	Aminolyse,	
HL	=	Hydrolyse	

 
Tabelle	H':	Analysen	zur	präferierten	Erkennungssequenz	der	Variante	KFS	anhand	von	
Transamidierungsstudien	mit	ausgewählten	Substrat-Peptiden.	Gezeigt	sind	die	maximalen	
Ausbeuten	der	Transamidierung	und	apparenten	Wechselzahlen	der	Aminolyse-	und	Hydrolyse-
aktivität	für	Variante	OFJ	unter	Verwendung	ausgewählter	Substrat-Peptide	(Statistik	siehe	K.I).	
Reaktionsbedingungen:	 H-H^	µM	 OFJ,	 T^g	µM	 Bz-AAXPHXPH’XPT‘AAG-OH,	 ^gg	µM	H-RHAK-OH	
bzw.	H-KHAK-OH,	Hgg	µM	ZnClT	in	Puffer	T	(siehe	T.I);	Kg	°C	unter	Schütteln.	AL	=	Aminolyse,	
HL	=	Hydrolyse	

	

Dabei	konnte	für	das	Substrat-Peptid	RH-LRH-RT	und	beide	Varianten	HCHH	und	

OFJ	der	höchste	Quotient	mit	K^T,K	bzw.	KiH,O	bestimmt	werden,	welcher	damit	

im	Vergleich	zur	YRH-Erkennungssequenz	um	ca.	Faktor	_-i	erhöht	war.	Das	re-

sultierte	auch	in	einer	erhöhten	maximalen	Ausbeute	von	_^,O	%	(HCHH)	respek-

tive	 _^,_	%	 (OFJ),	 welche	 unter	 Verwendung	 der	 LRH-Erkennungssequenz	

!C!! max. Ausbeute 
[%] kcat app (AL) [s-1] kcat app (HL) [s-1]

kcat app (AL)/     
kcat app (HL)

Bz-AAYRHAAG-OH "!#$ %#%!&" %#%%%'& "!#(

Bz-AALRHAAG-OH "&#) %#*'!! %#%%%+' *&'#*

Bz-AAWRHAAG-OH "*#( %#%'(+ %#%%%&! &&#)

Bz-AAYKHAAG-OH "'#& %#%)$& %#%%%+" &%#&

Bz-AAFRHAAG-OH &"#" %#%'*" %#%%!*+ !(#%

!F" max. Ausbeute 
[%] kcat app (AL) [s-1] kcat app (HL) [s-1]

kcat app (AL)/     
kcat app (HL)

Bz-AAYRHAAG-OH #$%& '%'$$! '%'''($ ))%&

Bz-AALRHAAG-OH #)%# '%*)"& '%'''&+ *+$%!

Bz-AAWRHAAG-OH #!%# '%'((( '%'''(( $'(%)

Bz-AAYKHAAG-OH #*%( '%'!!* '%'''+! #'%(

Bz-AAFRHAAG-OH ))%! '%'($' '%''$)& $*%*



Ergebnisse 

 87 

erreicht	werden	konnte	und	somit	sehr	nahe	an	der	theoretisch	erreichbaren,	ma-

ximalen	Ausbeute	von	__,i	%	lag.	Der	erhöhte	Quotient	ließ	sich	hier	primär	auf	

eine	stark	erhöhte	Aminolyseaktivität	zurückführen,	welche	im	Vergleich	mit	dem	

Substrat	RH-YRH-RT	um	einen	Faktor	von	ca.	Tg-Kg	gesteigert	war,	während	die	

Hydrolyseaktivität	nur	um	einen	Faktor	von	O-^	höher	war.	Für	die	beiden	Sub-

strate	RH-WRH-RT	und	RH-YKH-RT	wurden	weitestgehend	gleichbleibende	bzw.	im	

Falle	der	Variante	OFJ	vergleichsweise	leicht	erhöhte	Quotienten	der	apparenten	

Wechselzahlen	bestimmt.	Trotzdem	konnten	auch	hier	im	Vergleich	zur	YRH-Er-

kennungssequenz	erhöhte	maximale	Ausbeuten	festgestellt	werden.	Lediglich	für	

das	Substrat	RH-FRH-RT	wurden	um	den	Faktor	O	niedrigere	Quotienten	bestimmt,	

was	auch	zu	geringeren	maximalen	Ausbeuten	führte.	

Zusammenfassend	stellte	die	Aminosäuresequenz	LRH,	insbesondere	vom	anwen-

dungsorientierten	 Standpunkt	 her,	 die	 vielversprechendste	 Erkennungssequenz	

dar.	Zum	einen	konnten	unter	Verwendung	des	Substrat-Peptides	RH-LRH-RT	die	

höchsten	Ausbeuten	an	Aminolyseprodukt	für	beide	Trypsiligase-Varianten	HCHH	

und	OFJ	detektiert	werden.	Zum	anderen	wurden	hier	die	–	im	Vergleich	mit	allen	

anderen	in	dieser	Arbeit	vermessenen	Trypsiligase-Varianten	bzw.	Substrat-Pepti-

den	 –	mit	Abstand	 höchsten	 apparenten	Wechselzahlen	 der	Aminolyseaktivität	

bestimmt,	was	in	der	praktischen	Anwendung	kürzere	Reaktionszeiten	oder	den	

Einsatz	geringerer	Mengen	des	Biokatalysators	erlaubt.		

4.6 Detaillierte Charakterisierung der Variante 1C11 

Da	 in	den	vorangegangenen	Studien	keine	wesentlichen	Unterschiede	zwischen	

den	Varianten	HCHH	und	OFJ	festgestellt	werden	konnten,	wurde	für	die	weiterge-

hende	Charakterisierung	nur	Variante	HCHH	betrachtet.	Diese	Charakterisierung	

bestand	 zunächst	 in	 der	 Bestimmung	 der	 enzymkinetischen	 Parameter	KM	 und	

kcat.	Zudem	sollte	ein	Syntheseprofil	unter	Verwendung	der	Variante	HCHH	und	den	

Erkennungssequenzen	YRH	und	LRH	bei	variierenden	Substrat-	und	Nukleophil-

Konzentrationen	aufgenommen	werden,	anhand	dessen	die	Syntheseeffizienz	der	

Variante	 im	 Vergleich	 mit	 Trypsiligase	 verdeutlicht	 werden	 sollte.	 Weiterhin	

wurde	der	Einfluss	der	Zinkionen-Konzentration	und	des	pH-Wertes	auf	die	mit-

tels	Variante	HCHH	katalysierte	Transamidierungsreaktion	analysiert.	
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4.6.1 Bestimmung von KM und kcat für die Transamidierungsreaktion 

Die	detaillierte	Charakterisierung	der	Variante	HCHH	sah	zunächst	die	Bestimmung	

der	Parameter	KM	und	kcat	und	den	Vergleich	mit	der	Trypsiligase	vor.	Da	diese	

Parameter	für	die	Trypsiligase	bis	dato	lediglich	anhand	der	Hydrolysereaktion	un-

ter	Verwendung	variierender	Konzentration	der	Substrat-Peptide	bestimmt	wur-

den	(Liebscher,	Schöpfel,	et	al.,	TgHO),	was	jedoch	im	Falle	der	Variante	HCHH,	wie	

bereits	unter	O.^	dargelegt,	eine	ungeeignete	Vorgehensweise	darstellte,	wurden	

im	Rahmen	dieser	Arbeit	erstmalig	die	Parameter	KM	und	kcat	für	Trypsiligase	an-

hand	der	Transamidierungsreaktion	ermittelt.	So	war	auch	eine	Vergleichbarkeit	

der	Parameter	zwischen	Trypsiligase	und	der	Variante	HCHH	gegeben.	

 
Abbildung	'H:	Bestimmung	von	KM	und	kcat	für	Trypsiligase	und	Variante	'C''.	Es	sind	je-
weils	die	Reaktionsgeschwindigkeiten	der	initialen	Bildung	des	Aminolyseproduktes	gegen	die	ein-
gesetzte	Substrat-	bzw.	Nukleophil-Konzentration	aufgetragen.	Alle	gezeigten	Datenpunkte	resul-
tieren	aus	den	Mittelwerten	unabhängiger	K-fach-Bestimmungen.	Die	jeweiligen	Standardabwei-
chungen	sind	als	Fehlerbalken	dargestellt.	A)	Variante	HCHH	mit	variierender	Konzentration	des	
Substrat-Peptides	RH-YRH-RT.	Reaktionsbedingungen:	H	µM	HCHH,	Hg-Tggg	µM	RH-YRH-RT,	Hg	mM	
H-RHAK-OH,	Hgg	µM	ZnClT	in	Puffer	T	(siehe	T.I);	Kg	°C	unter	Schütteln.	B)	Variante	HCHH	mit	
variierender	 Konzentration	 des	 Substrat-Peptides	 RH-LRH-RT.	 Reaktionsbedingungen:	 g,H	µM	
HCHH,	^g-_ggg	µM	RH-LRH-RT,	Hg	mM	H-RHAK-OH,	Hgg	µM	ZnClT	in	Puffer	T	(siehe	T.I);	Kg	°C	
unter	Schütteln.	C)	Trypsiligase	mit	variierender	Konzentration	des	Substrat-Peptides	RH-YRH-RT.	
Reaktionsbedingungen:	 g,K	µM	 Trypsiligase,	 Hgg-T^ggg	µM	 RH-YRH-RT,	 Hg	mM	 H-RHAK-OH,	
Hgg	µM	ZnClT	 in	Puffer	T	(siehe	T.I);	Kg	°C	unter	Schütteln.	D)	Variante	HCHH	mit	variierender	
Konzentration	 des	 Nukleophil-Peptides	 H-RHAK-OH.	 Reaktionsbedingungen:	 g,H	µM	 HCHH,	
_	mM	RH-LRH-RT,	Tg-_ggg	µM	H-RHAK-OH,	Hgg	µM	ZnClT	 in	Puffer	T	(siehe	T.I);	Kg	°C	unter	
Schütteln.	RH	=	Bz-AA,	RT	=	AAG-OH.	
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Die	entsprechende	Durchführung	 ist	unter	K._.K	detailliert	beschrieben.	Die	er-

mittelten	Reaktionsgeschwindigkeiten	wurden	gegen	die	jeweilige	Substrat-	bzw.	

Nukleophil-Konzentration	aufgetragen	(Abbildung	HT).	Mittels	nicht-linearer	Re-

gression	nach	der	Michaelis-Menten-Gleichung	wurden	aus	diesen	Diagrammen	

die	Parameter	KM	und	vmax	bestimmt.	Die	Wechselzahl	kcat	wurde	daraufhin	durch	

Division	von	vmax	mit	der	jeweiligen	Enzymkonzentration	berechnet.	

In	Tabelle	TT	sind	die	so	bestimmten	Parameter	zusammengefasst	dargestellt.	Zu-

sätzlich	wurde	der	Quotient	aus	der	Wechselzahl	kcat	und	der	Michaelis-Menten-

Konstante	KM	als	Maß	für	die	katalytische	Effizienz	berechnet.	Aus	diesen	Daten	

wurde	 ersichtlich,	 dass	 im	 Zuge	 der	 Optimierung	 der	 Trypsiligase	 anhand	 des	

semi-rationalen	Enzym-Designs	der	KM-Wert	für	das	Substrat	Bz-AAYRHAAG-OH	

von	Ti_K,K	µM	(Trypsiligase)	auf	JO,H	µM	(HCHH)	gesenkt	werden	konnte.	Gleich-

zeitig	verringerte	sich	jedoch	auch	die	Wechselzahl	von	g,OgK	s-H	(Trypsiligase)	auf	

g,gTO	s-H	(HCHH).	Nichtsdestotrotz	zeigte	die	Variante	HCHH	einen	um	Faktor	T	er-

höhten	Quotienten	aus	kcat	durch	KM,	was	die	Verbesserung	der	Trypsiligase	als	

Biokatalysator	bestätigte.	Bei	Verwendung	des	Substrat-Peptides	Bz-AALRHAAG-

OH	verbesserte	sich	dieser	Quotient	zusätzlich	um	den	Faktor	K,	was	primär	auf	

die	stark	erhöhte	Wechselzahl	von	g,^^I	s-H	zurückzuführen	war,	während	der	KM-

Wert	auf	_KI,_	µM	erhöht	wurde.	

Tabelle	HH:	Zusammenfassung	der	enzymkinetischen	Parameter	KM	und	kcat	für	Trypsilig-
ase	und	Variante	'C''.	Die	Parameter	wurden	anhand	von	nicht-linearen	Regressionen	nach	der	
Michaelis-Menten-Gleichung	aus	den	in	Abbildung	HTA-C	gezeigten	Diagrammen	bestimmt.	Die	
angegebenen	Werte	resultieren	aus	den	Mittelwerten	unabhängiger	K-fach-Bestimmungen,	wäh-
rend	sich	die	Fehler	aus	den	jeweiligen	Standardabweichungen	ergeben	(siehe	auch	K.I).	

Enzym	 Substrat	 KM	[µM]	 kcat	[s-H]	
kcat/KM							
[M-H	s-H]	

Trypsiligase	 Bz-AAYRHAAG-OH	 Ti_K,K	±OJ,_	 g,OgK	±g,gg^	 HO^,J	±O,O	

HCHH	
Bz-AAYRHAAG-OH	 JO,H	±J,J	 g,gTO	±g,gggT	 TJ^,O	±KT,T	

Bz-AALRHAAG-OH	 _KI,_	±I,I	 g,^^I	±g,ggJ	 JiO,g	±T_,g	

Die	Parameter	KM	und	kcat	wurden	zusätzlich	auch	für	die	Variante	HCHH	bei	vari-

ierender	Konzentration	des	Nukleophil-Peptides	und	unter	Verwendung	des	Sub-

strat-Peptides	Bz-AALRHAAG-OH	in	Sättigung	bestimmt.	Die	entsprechenden	Er-

gebnisse	 sind	 in	 Tabelle	TK	 zusammengefasst.	Hier	wurde	 ein	KM-Wert	 für	 das	
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Nukleophil	 von	^H	µM	ermittelt,	während	die	Wechselzahl	mit	g,_HH	s-H	 erwar-

tungsgemäß	im	Bereich	der	Wechselzahl	bei	variierender	Konzentration	des	Sub-

strat-Peptides	(g,^^I	s-H)	lag.		

Tabelle	HI:	Zusammenfassung	der	enzymkinetischen	Parameter	KM	und	kcat	 für	Variante	
'C''	bei	variierender	Nukleophil-Konzentration.	Die	Parameter	wurden	anhand	einer	nicht-
linearen	Regression	nach	der	Michaelis-Menten-Gleichung	aus	dem	in	Abbildung	HTD	gezeigten	
Diagramm	bestimmt.	Die	angegebenen	Werte	resultieren	aus	den	Mittelwerten	unabhängiger	K-
fach-Bestimmungen,	während	sich	die	Fehler	aus	den	jeweiligen	Standardabweichungen	ergeben	
(siehe	auch	K.I).	

Substrat	 Nukleophil	 KM	[µM]	 kcat	[s-H]	 kcat/KM	[M-H	s-H]	

Bz-AALRHAAG-OH	 H-RHAK-OH	 ^H,g	±H,g	 g,_HH	±g,ggK	 HHIJg,O	±TIK,^	

4.6.2 Studien zur Syntheseeffizienz der Variante 1C11 

Im	 Rahmen	 der	 Promotionsarbeit	 von	Herrn	Dr.	Marcus	 Böhme	 (AG	 Bordusa,	

MLU	Halle-Wittenberg	(Böhme,	TgTH))	wurde	ein	grafisches	Auswerteverfahren	

etabliert,	um	die	Syntheseeffizienz	von	Trypsiligase	und	Varianten	derer	–	insbe-

sondere	in	einem	anwendungsorientierten	Kontext	–	beurteilen	und	vergleichen	

zu	 können.	 Diese	 Syntheseprofile	 genannten	 Darstellungen	 veranschaulichen	

deutlich	die	Abhängigkeit	der	maximalen	Ausbeute	an	Aminolyseprodukt	sowohl	

von	der	eingesetzten	Konzentration	des	jeweiligen	Substrat-Peptides	als	auch	von	

dem	molaren	Überschuss	des	Nukleophil-Peptides.		

Zur	Generierung	der	Syntheseprofile	für	die	Trypsiligase-Variante	HCHH	unter	Ver-

wendung	der	Substrat-Peptide	Bz-AAYRHAAG-OH	und	Bz-AALRHAAG-OH	wur-

den	 Transamidierungsstudien	 wie	 unter	 K._.H	 beschrieben	 durchgeführt.	 Dabei	

wurden	H^	bzw.	T^g	µM	Substrat	und	T,	 ^,	 Hg	oder	Tg	molare	Äquivalente	des	

Nukleophil-Peptides	H-RHAK-OH	eingesetzt.	Es	wurden	 jeweils	die	maximalen	

Ausbeuten	an	Aminolyseprodukt	bestimmt	und	gegen	die	 eingesetzten	Äquiva-

lente	an	Nukleophil	in	einem	Diagramm	aufgetragen.	Zwischen	den	so	generierten	

Kurvenverläufen	für	die	hohe	und	niedrige	Substratkonzentrationen	ergaben	sich	

jeweils	Flächen,	welche	das	Syntheseprofil	repräsentierten.	

Diese	Syntheseprofile	 für	Variante	HCHH	sind	 in	Abbildung	HK	 im	Vergleich	mit	

dem	Syntheseprofil	von	Trypsiligase	mit	dem	Substrat-Peptid	Bz-AAYRHAAG-OH	

dargestellt.	Zudem	sind	hier	die	thermodynamisch	maximal	möglichen	Ausbeuten	

in	Abhängigkeit	vom	eingesetzten	Überschuss	an	Nukleophil	als	rot	gestrichelte	
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Linie	dargestellt,	welche	sich	ergeben	würde,	wenn	die	Hydrolyse	als	Konkurrenz-

reaktion	zur	Deacylierung	mittels	Aminolyse	ausgeschlossen	wäre.		

 
Abbildung	'I:	Syntheseprofile	von	Trypsiligase	und	Variante	'C''	im	Vergleich.	Die	grafi-
sche	Darstellung	zeigt	die	maximalen	Ausbeuten	an	Aminolyseprodukt	bei	H^	bzw.	T^g	µM	Sub-
strat-Peptid,	welche	gegen	den	jeweils	eingesetzten	molaren	Überschuss	an	Nukleophil-Peptid	von	
T-Tg-fach	aufgetragen	wurden.	Gezeigt	sind	die	Syntheseprofile	 für	Trypsiligase	in	Kombination	
mit	dem	Substrat-Peptid	RH-YRH-RT	(Rot,	Böhme,	TgTH),	Variante	HCHH	mit	RH-YRH-RT	(Blau)	und	
Variante	HCHH	mit	RH-LRH-RT	(Grün).	Die	rot	gestrichelte	Linie	repräsentiert	die	thermodynamisch	
maximal	möglichen	Produktausbeuten	bei	dem	jeweiligen	Überschuss	an	Nukleophil-Peptid.	Re-
aktionsbedingungen:	 g,H-H^	µM	 Trypsiligase/HCHH,	 H^/T^g	µM	 RH-YRH-RT/RH-LRH-RT,	 Kg-
^ggg	µM	H-RHAK-OH,	Hgg	µM	ZnClT	in	Puffer	T	(siehe	T.I);	Kg	°C	unter	Schütteln.	RH	=	Bz-AA,	RT	
=	AAG-OH.	Alle	 gezeigten	Datenpunkte	 resultieren	 aus	den	Mittelwerten	unabhängiger	K-fach-
Bestimmungen.	Die	jeweiligen	Standardabweichungen	sind	als	Fehlerbalken	dargestellt.	

Variante	HCHH	zeigte	hier	unter	allen	angewendeten	Reaktionsbedingungen	deut-

lich	 höhere	 Produktausbeuten	 als	 die	 Trypsiligase.	 Insbesondere	 beim	 Einsatz	

niedriger	Substratkonzentrationen	von	H^	µM	konnten	die	Ausbeuten	und	damit	

die	Syntheseeffizienz	deutlich	gesteigert	werden,	was	auch	in	einer	geringeren	Dif-

ferenz	der	erreichten	Produktausbeuten	zwischen	niedrigen	und	hohen	Substrat-

konzentrationen	 resultierte.	 Weiterhin	 demonstrierten	 diese	 Syntheseprofile	

deutlich	die	hohe	Syntheseeffizienz	der	Kombination	aus	Variante	HCHH	und	dem	

Substrat-Peptid	Bz-AALRHAAG-OH	(Grün).	Die	hier	erreichten	Ausbeuten	lagen	

sehr	nahe	am	thermodynamisch	möglichen	Maximum.	Zudem	war	die	Differenz	

in	 der	 erreichten	 Ausbeute	 zwischen	 niedriger	 und	 hoher	 eingesetzter	
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Substratkonzentration	vergleichsweise	gering.	So	wurden	z.B.	bei	T^g	µM	Substrat	

und	einem	T-fachen	Überschuss	an	Nukleophil	_^,O	%	Aminolyseprodukt	erreicht,	

während	bei	H^	µM	Substrat	und	gleichem	Nukleophil-Überschuss	_H,i	%	erzielt	

wurden,	was	einer	Differenz	von	K,i	%	entsprach.	Diese	Differenz	wurde	mit	zu-

nehmendem	Überschuss	 an	Nukleophil	noch	geringer	 (Differenz	bei	Tg-fachem	

Überschuss	entsprach	g,I	%).	Die	Trypsiligase	erreichte	bei	T^g	µM	Substrat	und	

einem	T-fachen	Überschuss	an	Nukleophil	lediglich	OT,T	%	bzw.	Hg,I	%	bei	einer	

Substratkonzentration	von	H^	µM.	Somit	konnte	die	gesteigerte	Syntheseeffizienz	

der	Variante	HCHH	im	Vergleich	zur	Trypsiligase	anhand	dieser	Syntheseprofile	an-

schaulich	dargelegt	werden.	

4.6.3 Einfluss der Zinkionen-Konzentration auf die Transamidierung 

Für	die	Kombination	aus	der	Trypsiligase-Variante	HCHH	mit	dem	Substrat-Peptid	

Bz-AALRHAAG-OH,	 welche	 in	 den	 vorrangegangenen	 Untersuchungen	 das	

höchste	 synthetische	 Potential	 aufwies,	wurde	 der	 Einfluss	 der	 Zinkionen-Kon-

zentration	auf	die	Aminolyseaktivität	untersucht.	

 
Abbildung	'K:	Aminolyseaktivität	der	Trypsiligase-Variante	'C''	in	Abhängigkeit	von	der	
Zinkionen-Konzentration.	Das	Diagramm	zeigt	die	apparenten	Wechselzahlen	der	Aminolyse,	
welche	gegen	die	jeweils	eingesetzte	Konzentration	an	Zink-Ionen	aufgetragen	wurden.	Zur	Ermitt-
lung	 der	 apparenten	Wechselzahlen	wurde	 jeweils	 die	 initiale	 Aminolysegeschwindigkeit	unter	
Verwendung	des	Substrat-Peptides	Bz-AALRHAAG-OH	bestimmt	und	mit	der	Enzymkonzentra-
tion	 dividiert.	 Reaktionsbedingungen:	 g,^	µM	 HCHH,	 _gg	µM	 Bz-AALRHAAG-OH,	 HTgg	µM	 H-
RHAK-OH,	g-Jgg	µM	ZnClT	in	Puffer	T	(siehe	T.I);	Kg	°C	unter	Schütteln.	Alle	gezeigten	Daten-
punkte	resultieren	aus	den	Mittelwerten	unabhängiger	K-fach-Bestimmungen.	Die	jeweiligen	Stan-
dardabweichungen	sind	als	Fehlerbalken	dargestellt.	
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Hierzu	wurden	Transamidierungsstudien,	wie	unter	K._.O	beschrieben,	durchge-

führt,	wobei	die	Konzentration	an	Zink-Ionen	von	g-Jgg	µM	variiert	wurde.	 Im	

Zuge	 dessen	 wurden	 die	 initialen	 Reaktionsgeschwindigkeiten	 der	 Bildung	 des	

Aminolyseproduktes	bestimmt	und	durch	Division	mit	der	eingesetzten	Enzym-

konzentration	die	apparenten	Wechselzahlen	berechnet.	

Anhand	der	Auftragung	der	ermittelten	apparenten	Wechselzahlen	gegen	die	je-

weilige	Zinkionen-Konzentration	(Abbildung	HO)	wurde	ersichtlich,	dass	die	Ami-

nolyseaktivität	mit	steigender	Konzentration	an	Zink-Ionen	zunahm.	Während	die	

apparente	 Wechselzahl	 ohne	 hinzugefügtes	 Zinkchlorid	 nur	 bei	 g,gH_	s-H	 lag,	

wurde	 bei	 einer	 Konzentration	 von	 Jgg	µM	 Zinkchlorid	 ein	 Maximum	 von	

g,^gg	s-H	erreicht,	was	einer	Erhöhung	um	den	Faktor	KH	entsprach.	Bei	einer	Zin-

kionen-Konzentration	von	Hgg	µM,	welche	üblicher	Weise	im	Rahmen	aller	ande-

ren	in	dieser	Arbeit	aufgeführten	Experimente	verwendet	wurde,	konnte	eine	ap-

parente	Wechselzahl	von	g,OKi	s-H	ermittelt	werden.	Dieser	Wert	war	somit	HT,_	%	

niedriger	als	der	höchste	ermittelte	Wert	bei	Jgg	µM	Zinkchlorid.		

4.6.4 Einfluss des pH-Wertes auf die Transamidierung 

Der	pH-Wert	stellte	neben	der	Zinkionen-Konzentration	einen	weiteren	prozess-

relevanten	Faktor	dar,	welcher	somit	für	die	praktische	Anwendung	der	Trypsilig-

ase-Variante	HCHH	von	Bedeutung	war.	Dementsprechend	wurde	auch	der	Einfluss	

des	pH-Wertes	auf	die	mittels	Variante	HCHH	katalysierte	Transamidierung	unter-

sucht,	 wobei	 wiederrum	 das	 Substrat-Peptid	 Bz-AALRHAAG-OH	 verwendet	

wurde.	Wie	unter	K._.^	beschrieben,	wurden	Transamidierungsstudien	bei	einem	

von	_,_-J,O	variierenden	pH-Wert	durchgeführt.	Es	wurden	 jeweils	die	 initialen	

Reaktionsgeschwindigkeiten	 für	 die	 Bildung	 des	Aminolyse-	 und	Hydrolysepro-

duktes	bestimmt.	Aus	diesen	Werten	wurden	die	apparenten	Wechselzahlen	mit-

tels	Division	durch	die	Enzymkonzentration	berechnet.	Zudem	wurde	die	maximal	

erreichte	Ausbeute	an	Aminolyseprodukt	bei	dem	jeweiligen	pH-Wert	bestimmt.	

Aus	der	Auftragung	der	apparenten	Wechselzahlen	für	die	Aminolyseaktivität	ge-

gen	den	 jeweiligen	pH-Wert	 (Abbildung	H^A)	wurde	 ersichtlich,	dass	diese	mit	

sinkendem	pH-Wert	zunahm	und	bei	einem	pH-Wert	von	_,_	mit	g,OOiI	s-H	das	

Maximum	 erreichte.	 Dahingegen	 blieben	 die	 apparenten	 Wechselzahlen	 der	
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Hydrolyseaktivität	(Abbildung	H^B)	über	den	pH-Bereich	weitestgehend	konstant.	

Ab	einem	pH-Wert	von	J,g	stiegen	diese	leicht	und	erreichten	bei	J,T	ein	Maxi-

mum	von	g,gggJ	s-H.	Daraus	resultierte	auch,	dass	die	Quotienten	der	apparenten	

Wechselzahlen	von	Aminolyse-	durch	Hydrolyseaktivität	(Abbildung	H^C)	im	pH-

Bereich	von	J,g-J,O	um	den	Faktor	H,^-T,O	niedriger	waren,	als	im	pH-Bereich	von	

_,_-i,J.	Mit	iii,J	lag	der	höchste	Quotient	hier	bei	einem	pH-Wert	von	i,g.	Trotz	

der	deutlichen	Abhängigkeit	des	Quotienten	vom	pH-Wert	blieben	die	ermittelten	

maximalen	Ausbeuten	an	Aminolyseprodukt	(Abbildung	H^D)	aber	über	den	ge-

samten	pH-Bereich	sehr	konstant.	So	wurde	mit	_O,O	%	die	niedrigste	maximale	

Ausbeute	bei	einem	pH-Wert	von	J,O	bestimmt,	während	mit	__,O	%	die	höchste	

maximale	Ausbeute	bei	einem	pH-Wert	von	_,J	gemessen	wurde.		

 
Abbildung	 'N:	 Transamidierungsstudien	 unter	 Verwendung	 der	 Trypsiligase-Variante	
'C''	 bei	 variierendem	pH-Wert.	Die	Diagramme	 zeigen	 die	 apparenten	Wechselzahlen	 der	
Aminolyse	(A),	die	apparenten	Wechselzahlen	der	Hydrolyse	(B),	die	Quotienten	aus	den	appa-
renten	Wechselzahlen	von	Aminolyse	durch	Hydrolyse	(C)	und	die	erreichten	maximalen	Ausbeu-
ten	an	Aminolyseprodukt	(D)	welche	gegen	den	jeweils	angewendeten	pH-Wert	aufgetragen	wur-
den.	Zur	Ermittlung	der	apparenten	Wechselzahlen	wurde	jeweils	die	initiale	Reaktionsgeschwin-
digkeit	unter	Verwendung	des	Substrat-Peptides	Bz-AALRHAAG-OH	bestimmt	und	mit	der	En-
zymkonzentration	dividiert.	Reaktionsbedingungen:	g,^-T	µM	HCHH,	_gg	µM	Bz-AALRHAAG-OH,	
HTgg	µM	H-RHAK-OH,	Hgg	µM	ZnClT	in	Puffer	T	(siehe	T.I)	mit	pH	_,_-J,O	bei	Kg	°C	unter	Schüt-
teln.	Alle	gezeigten	Datenpunkte	resultieren	aus	den	Mittelwerten	unabhängiger	K-fach-Bestim-
mungen.	Die	jeweiligen	Standardabweichungen	sind	als	Fehlerbalken	dargestellt.	
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Zusammenfassend	 ließ	 sich	 anhand	 dieser	Untersuchungen	 verdeutlichen,	 dass	

für	die	Kombination	aus	Variante	HCHH	mit	dem	Substrat-Peptid	Bz-AALRHAAG-

OH	ein	breiter	pH-Bereich	anwendbar	ist,	ohne	dass	die	enzymatische	Aktivität	

oder	die	erreichbare	Ausbeute	an	Aminolyseprodukt	ausschlaggebend	beeinträch-

tig	wird.		

4.7 Modifikation des aHer2-Fab-Fragments mittels 1C11 

Das	Ziel	der	Optimierung	der	Trypsiligase	anhand	eines	semi-rationalen	Enzym-

Designs	bestand	primär	darin,	einen	effizienten	Biokatalysator	für	die	ortspezifi-

sche	Modifikation	von	Proteinen	bereitstellen	zu	können.	Dementsprechend	sollte	

auch	das	synthetische	Potential	der	Variante	HCHH	anhand	eines	praxisnahen	An-

wendungsbeispiels	eruiert	werden.	Zu	diesem	Zweck	sollte	das	Fab-Fragment	des	

HerT/neu-spezifischen	 Antikörpers	 Trastuzumab	 mit	 einer	 C-terminalen	 YRH-	

bzw.	LRH-Erkennungssequenz	unter	Verwendung	der	Variante	HCHH	modifiziert	

werden.	 Für	 die	 Modifikation	 sollten	 zudem	 die	 Nukleophil-Peptide	 H-

RHAK(FAM)-OH,	welches	mit	dem	Fluoreszenzfarbstoff	^(_)-Carboxyfluorescein	

konjugiert	war,	und	H-RHAK(MCC-DMH)-OH,	welches	über	einen	Maleimidome-

thylcyclohexan-H-carboxylat	 (MCC)-Linker	 mit	 dem	Maytansinoid	 DMH	 konju-

giert	war,	verwendet	werden.	Hierfür	mussten	die	Fab-Fragmente	mit	C-termina-

ler	Erkennungssequenz	zunächst	mittels	rekombinanter	Biosynthese	in	E.	coli	her-

gestellt	und	anschließend	chromatografisch	gereinigt	werden.	Daraufhin	erfolgte	

die	 enzymatische	Modifikation	der	Fab-Fragmente	unter	Verwendung	der	Vari-

ante	 HCHH,	 wobei	 der	 Reaktionsverlauf	mittels	 Umkehrphasen-UPLC	 analysiert	

wurde.	Zudem	sollte	die	Funktionalität	der	mit	DMH	modifizierten	Fab-Fragmente	

mittels	ELISA	überprüft	werden.	

4.7.1 Biosynthese und Reinigung der Fab-Fragmente 

Im	Zuge	dieser	Arbeit	sollten	die	Fab-Fragmente	aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc	und	

aHerT-Fab-TAALRH-cmyc	 für	 eine	 enzymatische	Modifikation	mittels	 Variante	

HCHH	verwendet	werden.	Beide	Fab-Fragmente	waren	dabei	am	C-Terminus	der	

schweren	Kette	um	die	Aminosäuresequenz	H-TAAY/LRHAAGEQKLISEEDL-OH	

verlängert.	Während	die	Herstellung	und	Reinigung	des	in	dieser	Arbeit	verwen-

deten	 Fab-Fragments	aHerT-Fab-TAALRH-cmyc	 im	 Zuge	 der	Masterarbeit	 von	
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Frau	 Julia	Simon	(AG	Bordusa,	MLU	Halle-Wittenberg	(Simon,	TgHJ))	durchge-

führt	wurde,	erfolgte	die	Herstellung	und	Reinigung	des	Fab-Fragments	aHerT-

Fab-TAAYRH-cmyc	im	Rahmen	dieser	Arbeit	nach	identischem	Protokoll	und	wie	

im	Folgenden	beschrieben.		

 
Abbildung	 'O:	 Chromatografische	 Reinigung	 des	 Fab-Fragments	 aHerH-Fab-TAAYRH-
cmyc.	A)	Dargestellt	 ist	das	Chromatogramm	der	Protein	G-Affinitätschromatografie	zur	 Isolie-
rung	des	Fab-Fragments	aus	dem	Zelllysat.	Die	blau	gekennzeichneten	Fraktionen	wurden	verei-
nigt	 und	 für	 die	 nachfolgende	 Größenausschluss-Chromatografie	 eingesetzt.	B)	 Gezeigt	 ist	 das	
Chromatogramm	der	Größenausschluss-Chromatografie	von	aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc.	Die	mit-
tels	SDS-PAGE	analysierten	Fraktionen	sind	entsprechend	gekennzeichnet.	Die	Fraktionen	Hg-HT	
wurden	vereinigt	und	konzentriert.	C)	Analyse	der	vereinigten	Fraktionen	der	Protein	G-Affinitäts-
chromatografie	(ProtG	Eluat)	sowie	ausgewählter	Fraktionen	der	Größenausschluss-Chromatogra-
fie	(SEC)	mittels	SDS-PAGE.	Jeweils	Tg	µl	Probe	wurden	mit	_	µl	Kx	SDS-Probenpuffer	versetzt	und	
auf	ein	H^	%iges	SDS-Gel	aufgetragen.	Die	Visualisierung	erfolgte	mittels	Coomassie-Färbung.	M	=	
PageRulerä	Prestained	Protein	Ladder,	MX	to	MNX	kDa	

Zunächst	wurde	die	rekombinante	Biosynthese	des	Fab-Fragments,	wie	unter	K.T.T	

beschrieben	durchgeführt.	Das	resultierende	Zellpellet	wurde	anschließend	für	die	

chromatografische	Reinigung	eingesetzt	(siehe	K.K.H).	Entsprechend	dem	Chroma-

togramm	 der	 Protein	 G-Affinitätschromatografie	 (Abbildung	 H_A)	 wurden	 die	

Fraktionen	mit	einem	Retentionsvolumen	von	Og,^-OT	ml	vereinigt.	Im	Chroma-

togramm	der	anschließenden	Größenausschluss-Chromatografie	(Abbildung	H_B)	

zeigten	sich	zwei	Peaks	bei	Retentionsvolumina	von	Oi-^K	ml	bzw.	^K-_K	ml.	Zur	

Identifikation	 der	 korrekten	 Spezies	 des	 Fab-Fragmentes	aHerT-Fab-TAAYRH-
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cmyc	und	zur	Überprüfung	der	Reinheit	wurde	das	Eluat	der	Protein	G-Affinitäts-

chromatografie	 sowie	 die	 Fraktion	 i-HO	 der	 Größenausschluss-Chromatografie	

mittels	SDS-PAGE	unter	nicht	reduzierenden	Bedingungen	analysiert	(siehe	K.K.O;	

Abbildung	H_C).	Hier	konnte	 in	 allen	Proben	eine	Proteinbande	bei	 ca.	 ^g	kDa	

detektiert	werden,	was	dem	Molekulargewicht	des	Fab-Fragmentes	entsprach.	In	

den	 SEC-Fraktionen	 i-I	 zeigten	 sich	 zudem	 Banden	 bei	 höheren	Molekularge-

wichten	 zwischen	 ig-HKg	kDa.	 Laut	Herstellerangaben	 zu	 der	 verwendeten	Hi-

Load	H_/_gg	Superdex	i^	pg	Säule	wies	hier	ein	Retentionsvolumen	dieser	Frakti-

onen	von	Oi-^K	ml	ebenfalls	auf	Proteinspezies	mit	Molekulargewichten	von	über	

Hgg	kDa	hin,	weswegen	hier	von	oligomeren	Spezies	ausgegangen	werden	konnte.	

In	den	Fraktionen	HK	und	HO	zeigten	sich	zudem	Proteinbanden	knapp	unterhalb	

der	 Banden	 bei	 ^g	kDa,	 was	 auf	 Abbauprodukte	 des	 Fab-Fragmentes	 hinwies.	

Dementsprechend	wurden	die	Fraktionen	Hg-HT	vereinigt	und	konzentriert.	

 
Abbildung	'R:	LC/MS-Analytik	der	gereinigten	Fab-Fragmente	aHerH-Fab-TAAYRH-cmyc	
und	aHerH-Fab-TAALRH-cmyc.	Die	Analyse	mittels	LC/MS	erfolgte	 jeweils	nach	Aufreinigung	
mittels	 Größenausschluss-Chromatografie	 und	 anschließendem	 Konzentrieren.	 A)	 aHerT-Fab-
TAAYRH-cmyc:	Mber.	=	OI^Jg,O	Da,	Mgem.	=	OI^i_	Da;	aHerT-Fab-TAA-OH:	Mber.	=	OiiKI,O	Da,	
Mgem.	 =	 OiiKO	Da;	 aHerT-Fab-TA-OH:	Mber.	 =	 Oi__J,K	Da,	Mgem.	 =	 Oi__O	Da;	 B)	 aHerT-Fab-
TAALRH-cmyc:	Mber.	 =	 OI^Kg,K	Da,	Mgem.	 =	 OI^T_	Da;	aHerT-Fab-TA-OH:	Mber.	 =	 Oi__J,K	Da,	
Mgem.	=	Oi__O	Da	

Vor	 der	 Verwendung	 beider	 Fab-Fragmente	 aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc	 und	

aHerT-Fab-TAALRH-cmyc	 für	 die	 enzymatische	Modifikation	 wurde	 zusätzlich	

eine	LC/MS-Analytik	(siehe	K.K.^;	Abbildung	Hi)	durchgeführt,	um	die	Identität	

zu	bestätigen	und	die	Reinheit	näher	untersuchen	zu	können.	Mit	einer	Abwei-

chung	von	nur	O	Da	von	dem	berechneten	Molekulargewicht	konnten	beide	Fab-

Fragmente	 eindeutig	 identifiziert	 werden.	 Jedoch	 konnten	 in	 beiden	
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Präparationen	auch	proteolytische	Abbauprodukte	der	Fab-Fragmente	detektiert	

werden,	deren	gemessene	Molekulargewichte	mit	OiiKO	Da	bzw.	Oi__O	Da	den	

Konstrukten	aHerT-Fab-TAA-OH	bzw.	aHerT-Fab-TA-OH	entsprachen.	Die	pro-

zentualen	Anteile	dieser	Abbauprodukte	 lagen	 jedoch	 in	 allen	Fällen	unter	^	%	

und	waren	damit	vernachlässigbar	klein,	sodass	diese	Präparationen	für	die	mittels	

Variante	HCHH	katalysierte	Modifikation	eingesetzt	werden	konnten.	

4.7.2 Transamidierungsstudien unter Verwendung der Fab-Fragmente 

Unter	Verwendung	 der	 generierten	 Fab-Fragmente	mit	 YRH-	 bzw.	 LRH-Erken-

nungssequenz	sollte	nun	die	Syntheseeffizienz	der	Trypsiligase-Variante	HCHH	an-

hand	eines	anwendungsorientierten	Beispiels	validiert	werden.	Dafür	wurden,	wie	

unter	K.i	beschrieben,	Transamidierungsreaktionen	angesetzt,	wobei	die	beiden	

Fab-Fragmente	 und	 die	 Nukleophil-Peptide	 H-RHAK(FAM)-OH	 und	 H-

RHAK(MCC-DMH)-OH	zum	Einsatz	kamen.	Die	Kombination	aus	den	HerT/neu-

spezifischen	Fab-Fragmenten	von	Trastuzumab	und	dem	Maytansinoid	DMH	war	

dabei	an	das	zugelassenen	ADC	Kadcylaâ	(Trastuzumab-Emtansin)	angelehnt.	Als	

Referenz	wurden	diese	 Studien	zudem	mit	Trypsiligase	und	dem	Fab-Fragment	

aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc	 durchgeführt.	 Durch	 Abnahme	 von	 Proben	 zu	 defi-

nierten	Zeitpunkten	und	deren	Analyse	mittels	Umkehrphasen-UPLC	konnten	je-

weils	die	prozentualen	Anteile	 an	Aminolyseprodukt	bestimmt	werden,	was	 für	

Modifikationen	mit	 dem	Nukleophil-Peptid	H-RHAK(MCC-DMH)-OH	durchge-

führt	wurde.	Aus	der	Auftragung	der	prozentualen	Ausbeute	gegen	die	Reaktions-

zeit	resultierten	die	in	Abbildung	HJ	gezeigten	Progresskurven.	

Anhand	der	Progresskurven	konnte	die	deutlich	gesteigerte	maximale	Ausbeute	

durch	die	Verwendung	der	Variante	HCHH	für	die	Modifikation	der	Fab-Fragmente	

demonstriert	werden.	Unter	den	angewendeten	Reaktionsbedingungen	erreichte	

die	Trypsiligase	eine	maximale	Ausbeute	von	KJ,H	%	nach	Tg	min	Reaktionszeit.	

Zudem	 sank	 die	Ausbeute	 nach	 Erreichen	 des	Maximums	wieder	 stark	 und	 lag	

nach	Ig	min	Reaktionszeit	nur	noch	bei	Hg,g	%,	was	auf	die	Sekundärhydrolyse	

des	Aminolyseproduktes	zurückzuführen	 ist.	Das	entspricht	einer	Abnahme	um	

einen	Faktor	von	K,JT.	Unter	Verwendung	der	Variante	HCHH	und	dem	Fab-Frag-

ment	aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc	konnte	eine	maximale	Ausbeute	von	iT,i	%	nach	
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Kg	min	Reaktionszeit	erzielt	werden.	Hier	sank	die	Ausbeute	nach	Ig	min	Reakti-

onszeit	auf	_T,I	%	(Faktor	H,H^).	Die	HCHH-katalysierte	Modifikation	des	Fab-Frag-

mentes	aHerT-Fab-TAALRH-cmyc	führte	zu	einer	weiteren	Ausbeute-Steigerung	

auf	i_,O	%	nach	Og	min	Reaktionszeit.	Zudem	zeigte	sich	hier	die	geringste	Ab-

nahme	der	Ausbeute,	verursacht	durch	Sekundärhydrolyse,	welche	um	den	Faktor	

H,gO	auf	iK,J	%	nach	Ig	min	Reaktionszeit	sank.		

 
Abbildung	 'S:	 Progresskurven	 der	Modifikation	 des	 HerH-spezifischen	 Fab-Fragmentes	
mittels	Trypsiligase	und	'C''.	Aufgetragen	sind	die	gemessenen	Ausbeuten	an	Aminolysepro-
dukt	gegen	die	Inkubationszeit.	Gezeigt	sind	die	Progresskurven	der	HCHH-katalysierten	Modifika-
tion	der	Fab-Fragmente	aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc	(Blau)	und	aHerT-Fab-TAALRH-cmyc	(Grün)	
sowie	der	Trypsiligase-katalysierten	Modifikation	von	aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc	(Rot)	als	Refe-
renz.	Es	wurde	jeweils	das	Nukleophil-Peptid	H-RHAK(MCC-DMH)-OH	eingesetzt.	Die	rote	gestri-
chelte	Linie	stellt	die	thermodynamisch	maximal	mögliche	Produktausbeute	aufgrund	des	einge-
setzten,	fünffachen	Überschusses	an	Nukleophil-Peptid	dar.	Reaktionsbedingungen:	Hg	µM	Trypsi-
ligase/HCHH;	 Hgg	µM	 aHerT-Fab-TAAY/LRH-cmyc;	 ^gg	µM	 H-RHAK(MCC-DMH)-OH;	 Hgg	µM	
ZnClT	in	Puffer	T	(siehe	T.I);	Kg	°C	unter	Schütteln.	Die	Produktausbeuten	wurden	durch	Umkehr-
phasen-UPLC	und	Detektion	bei	 TJg	nm	bestimmt.	Alle	 gezeigten	Datenpunkte	 resultieren	 aus	
den	Mittelwerten	unabhängiger	K-fach-Bestimmungen.	Die	jeweiligen	Standardabweichungen	sind	
als	Fehlerbalken	dargestellt.	

Neben	der	quantitativen	Analytik	mittels	Umkehrphasen-UPLC	wurden	von	den	

HCHH-katalysierten	 Transamidierungsansätzen	 mit	 beiden	 Fab-Fragmenten	 und	

beiden	 verwendeten	 Nukleophil-Peptiden	 H-RHAK(FAM)-OH	 und	 H-

RHAK(MCC-DMH)-OH	auch	Proben	für	eine	LC/MS-Analytik	(siehe	K.K.^)	abge-

nommen,	 um	 auch	 qualitative	 Informationen	 zu	 den	 Reaktionsprodukten	 zu	
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erhalten.	Die	dekonvolutierten	Spektren	dieser	Messungen	sind	in	Abbildung	HI	

dargestellt.	

 
Abbildung	'W:	LC/MS-Analytik	zum	Reaktionsverlauf	der	Modifikation	des	HerH-spezifi-
schen	Fab-Fragmentes	mittels	'C''.	Dargestellt	sind	jeweils	die	dekonvolutierten	Spektren	der	
LC/MS-Messungen	nach	g	min	(Blau);	Hg	min	(Rot)	und	_g	min	(Grün)	Reaktionszeit.	A)	Konju-
gation	von	H-RHAK(FAM)-OH	an	aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc	mittels	HCHH.	B)	Konjugation	von	
H-RHAK(DMH)-OH	 an	 aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc	 mittels	 HCHH.	 C)	 Konjugation	 von	 H-
RHAK(FAM)-OH	 an	 aHerT-Fab-TAALRH-cmyc	 mittels	 HCHH.	 D)	 Konjugation	 von	 H-
RHAK(DMH)-OH	 an	 aHerT-Fab-TAALRH-cmyc	 mittels	 HCHH.	 Peak	 H	 (Edukt):	 aHerT-Fab-
TAAYRH-cmyc:	Mber.	 =	 OI^Jg,O	Da,	Mgem.	 =	 OI^Jg	Da	 bzw.	aHerT-Fab-TAALRH-cmyc:	Mber.	 =	
OI^Kg,K	Da,	Mgem.	 =	OI^Kg	Da;	Peak	T	 (Aminolyseprodukt):	aHerT-Fab-TAAYRHAK(FAM)-OH:	
Mber.	=	OJi^K,O	Da,	Mgem.	=	OJi^O	Da	bzw.	aHerT-Fab-TAAYRHAK(DMH)-OH:	Mber.	=	OIK^T,^	Da,	
Mgem.	=	OIK^T	Da	bzw.	aHerT-Fab-TAALRHAK(FAM)-OH:	Mber.	=	OJigK,K	Da,	Mgem.	=	OJig^	Da	
bzw.	aHerT-Fab-TAALRHAK(DMH)-OH:	Mber.	=	OIKgT,O	Da,	Mgem.	=	OIKgT	Da;	Peak	K	(Hydroly-
seprodukt):	aHerT-Fab-TAAY-OH:	Mber.	=	OiIgT,^	Da,	Mgem.	=	OiIgT	Da	bzw.	aHerT-Fab-TAAL-
OH:	Mber.	=	OiJ^T,O	Da,	Mgem.	=	OiJ^H	Da.	Reaktionsbedingungen:	Hg	µM	HCHH;	Hgg	µM	aHerT-
Fab-TAAY/LRH-cmyc;	 ^gg	µM	H-RHAK(FAM)-OH/H-RHAK(MCC-DMH)-OH;	 Hgg	µM	ZnClT	 in	
Puffer	T	(siehe	T.I);	Kg	°C	unter	Schütteln.	

Neben	den	Edukten	(PeakH)	und	den	jeweils	erwarteten	Aminolyse-	(Peak	T)	und	

Hydrolyseprodukten	 (Peak	 K)	 konnten	 hier	 anhand	 der	 LC/MS-Analytik	 keine	



Ergebnisse 

 101 

Nebenprodukte	der	Enzym-katalysierten	Reaktion	detektiert	werden.	Anhand	der	

Massenspektren	 für	die	Modifikation	des	Fab-Fragmentes	aHerT-Fab-TAAYRH-

cmyc	nach	_g	min	Reaktionszeit	(Abbildung	HIA/B,	Grün)	konnten	erhöhte	rela-

tive	Signalintensitäten	für	das	Hydrolyseprodukt	(PeakK)	festgestellt	werden.	Im	

Vergleich	dazu	zeigten	die	Massenspektren	nach	_g	min	Reaktionszeit	unter	Ver-

wendung	 des	 Fab-Fragmentes	 aHerT-Fab-TAALRH-cmyc	 (Abbildung	 HIC/D,	

Grün)	nur	sehr	geringe	relative	Signalintensitäten	für	das	Hydrolyseprodukt.	

4.7.3 Analyse der Funktionalität modifizierter Fab-Fragmente mittels ELISA 

Ein	wesentliches	Kriterium	in	der	Anwendung	einer	enzymatischen	Technologie	

zur	ortsspezifischen	Modifikation	eines	Proteins	(z.B.	Antikörper	oder	Fab-Frag-

ment)	ist	der	Erhalt	der	Funktion	des	jeweiligen	Proteins.	Im	Falle	von	Antikörpern	

oder	Fab-Fragmenten	 ist	dies	die	Bindungsaffinität	 für	ein	spezifisches	Antigen.	

Dementsprechend	wurde	im	Rahmen	dieser	Arbeit	auch	die	Bindungsfunktionali-

tät	der	mittels	HCHH	modifizierten	Fab-Fragmente	analysiert,	um	die	praktische	

Anwendbarkeit	der	Variante	HCHH	zur	ortsspezifischen	Proteinmodifikation	zu	be-

stätigen.	Zu	diesem	Zweck	wurden,	wie	unter	K.J	beschrieben,	zunächst	Transa-

midierungen	 unter	 Verwendung	 der	 Fab-Fragmente	aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc	

und	aHerT-Fab-TAALRH-cmyc,	 des	Nukleophil-Peptides	H-RHAK(MCC-DMH)-

OH	und	der	Variante	HCHH	angesetzt.	Diese	wurden	nach	Kg	min	Inkubation	für	

einen	konzentrationsabhängigen	ELISA	unter	Verwendung	der	humanen	Ektodo-

mäne	des	HerT-Rezeptors	eingesetzt.	Als	Negativkontrolle	wurden	hier	auch	die	

nicht-modifizierten	 Fab-Fragmente	 mitgeführt.	 Die	 Auftragung	 der	 ermittelten	

Signalintensitäten	gegen	die	Konzentrationen	der	Verdünnungsreihen	als	Ergeb-

nis	des	ELISAs	ist	in	Abbildung	Tg	zu	sehen.	Die	anhand	der	Regressionen	ermit-

telten	Bindungsaffinitäten	für	die	modifizierten	Fab-Fragmente	(KD	(aHerT-Fab-

TAAYRHAK(DMH)-OH)	 =	 Tgi	pM;	 KD	 (aHerT-Fab-TAALRHAK(DMH)-OH)	 =	

KOH	pM)	lagen	dabei	sehr	nah	an	den	erzielten	Werten	für	die	nicht-modifizierten	

Fab-Fragmente	 (KD	 (aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc)	 =	 TT_	pM;	 KD	 (aHerT-Fab-

TAALRH-cmyc)	=	K_O	pM).	Dementsprechend	konnte	anhand	der	Analytik	mit-

tels	 ELISA	kein	 Einfluss	 der	 HCHH-katalysierten	Modifikation	 auf	 die	 Bindungs-

funktionalität	der	Fab-Fragmente	festgestellt	werden.	
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Abbildung	H[:	Analyse	der	Bindungsfunktionalität	modifizierter	 Fab-Fragmente	mittels	
ELISA.	Dargestellt	sind	die	korrigierten	Signalintensitäten	gegen	die	eingesetzte	Konzentration	der	
Fab-Fragmente	 aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc	 (Hellblau,	 gestrichelte	 Linie),	 aHerT-Fab-TAAYR-
HAK(DMH)-OH	 (Blau,	durchgezogene	Linie),	aHerT-Fab-TAALRH-cmyc	 (Hellgrün,	 gestrichelte	
Linie)	und	aHerT-Fab-TAALRHAK(DMH)-OH	(Grün,	durchgezogene	Linie)	als	Ergebnis	des	kon-
zentrationsabhängigen	ELISA.	Mithilfe	einer	logistischen	O-Parameter-Regression	wurden	die	fol-
genden	KD-Werte	bestimmt:	KD	 (aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc)	=	TT_	pM;	KD	 (aHerT-Fab-TAAYR-
HAK(DMH)-OH)	 =	 Tgi	pM;	KD	 (aHerT-Fab-TAALRH-cmyc)	 =	 K_O	pM;	KD	 (aHerT-Fab-TAALR-
HAK(DMH)-OH)	=	KOH	pM.	Alle	dargestellten	Datenpunkte	ergeben	sich	aus	den	Mittelwerten	un-
abhängiger	 K-fach-Bestimmungen.	 Die	 jeweiligen	 Standardabweichungen	 sind	 als	 Fehlerbalken	
dargestellt.	
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5 Diskussion 

5.1 Design und Qualität der Trypsiligase-basierten Bibliothek 

Wie	in	Kapitel	H.T	bereits	ausführlich	dargelegt	wurde,	haben	das	Bibliotheksde-

sign	und	qualitative	Kriterien,	wie	Funktionalität	und	Diversität	der	hergestellten	

Bibliothek,	einen	nachhaltigen	Einfluss	auf	den	Erfolg	eines	semi-rationalen	En-

zymdesigns.	Der	erste	Schritt	im	Bibliotheksdesign	stellt	hier	die	Auswahl	der	zu	

randomisierenden	Positionen	dar.	 Im	Zuge	dieser	Arbeit	wurden	die	Aminosäu-

repositionen	DI^,	RI_,	LII,	STHO,	GTHI	und	ATTH	für	eine	Randomisierung	aus-

gewählt.	Die	räumliche	Anordnung	dieser	Positionen	um	das	aktive	Zentrum	ist	in	

Abbildung	^	(siehe	Kapitel	O.H.H)	dargestellt.	Der	Auswahl	dieser	Positionen	lagen	

einige	theoretische	Ansätze	oder	Annahmen	zugrunde,	welche	im	Folgenden	nä-

her	erläutert	werden	sollen.	

Um	das	synthetische	Potential	der	Trypsiligase	in	der	Transamidierung	zu	verbes-

sern,	 ist	es	entscheidend,	das	Verhältnis	von	Aminolyse-	und	Hydrolyseaktivität	

zu	Gunsten	der	Aminolyse	zu	verschieben.	Folgerichtig	kann	dieses	Ziel	erreicht	

werden,	 wenn	 die	 Hydrolyse-	 in	 Relation	 zur	 Aminolyseaktivität	 gesenkt	 wird,	

oder	die	Aminolyse-	in	Relation	zur	Hydrolyseaktivität	erhöht	wird.	Ein	möglicher	

Ansatz	ist	es	also,	in	der	Literatur	beschriebene	Aminosäurepositionen	für	die	Ran-

domisierungen	auszuwählen,	welche	nachweislich	einen	Einfluss	auf	die	Hydroly-

seaktivität	von	Trypsin	haben.	Dabei	sind	die	Positionen	der	katalytischen	Triade	

bestehend	aus	Histidin	^i,	Aspartat	HgT	und	Serin	HI^	ausgenommen,	um	die	ka-

talytische	Aktivität	generierter	Trypsiligase-Varianten	zu	erhalten	(Polgár,	Tgg^).	

Basierend	auf	dieser	Strategie	wurde	die	Position	STHO	ausgewählt,	da	gezeigt	wer-

den	konnte,	dass	Mutationen	in	dieser	Position	einen	Einfluss	auf	die	Hydrolyse-

aktivität	von	anionischem	Ratten-Trypsin	haben	(McGrath	et	al.,	HIIT).	Serin	THO	

ist	hoch	konserviert	und	wird	in	der	Literatur	häufig	als	viertes	Mitglied	einer	ka-

talytischen	Tetrade	in	Serinproteasen	bezeichnet,	da	es	über	das	Sauerstoff-Atom	

in	der	Seitenkette	eine	Wasserstoffbrückenbindung	zum	Aspartat	HgT	der	kataly-

tischen	Triade	ausbildet	(Krem,	TggH;	Yousef	et	al.,	TggO).	Die	Eliminierung	der	

Hydroxy-Gruppe	des	Serins	und	damit	der	Wasserstoffbrückenbindung	durch	die	

Mutation	 STHOA	 in	 Trypsin	 führt	 jedoch	 nicht	 zu	 einem	 Aktivitätsverlust	 bei	
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Verwendung	 des	 Substrates	 Succinyl-AFK-aminomethylcumarin,	 während	 die	

Mutation	STHOK	die	Hydrolyseaktivität	für	das	selbe	Amidsubstrat	um	einen	Fak-

tor	von	ca.	Hgg	reduziert	(McGrath	et	al.,	HIIT).	Somit	birgt	diese	Aminosäurepo-

sition	ein	großes	Potential	für	das	hier	angestrebte	Ziel.	

Ein	weiterer	Ansatz	ist	die	Schaffung	eines	hydrophoben	Milieus	im	aktiven	Zent-

rum	von	Trypsiligase,	um	die	Einbindung	von	Wassermolekülen	zu	 erschweren	

und	dadurch	die	Hydrolyseaktivität	zu	senken.	Diese	Hypothese	wurde	bereits	im	

Zuge	der	Promotionsarbeit	von	Frau	Dr.	Sabrina	Gissel	(AG	Bordusa,	MLU	Halle-

Wittenberg	(Gissel,	TgHi))	formuliert	und	sollte	auch	in	der	hier	vorliegenden	Ar-

beit	Anwendung	 finden.	Dabei	basierte	diese	Hypothese	 auf	dem	Vergleich	der	

aktiven	Zentren	von	Trypsiligase	und	Sortase	A.	Während	die	Bereiche	um	das	ak-

tive	Zentrum	der	Trypsiligase	weitestgehend	hydrophil	sind,	sind	diese	Bereiche	

bei	der	Sortase	A	überwiegend	hydrophob,	was	ursächlich	für	die	geringe	Hydro-

lyseaktivität	der	Sortase	A	sein	könnte	(Zong	et	al.,	TggO).	 In	Anbetracht	dieses	

theoretischen	Ansatzes	wurden	die	Positionen	DI^,	RI_,	LII,	GTHI	und	ATTH	aus-

gewählt,	wobei	natürlich	auch	die	Position	STHO	hier	zuträglich	sein	kann.	

Der	dritte	theoretische	Ansatz	bezieht	sich	auf	die	Geometrie	des	Acyl-Enzym-In-

termediats	und	damit	einhergehende	Anforderungen	an	dessen	Deacylierung.	So	

ist	für	Serinproteasen	beschrieben,	dass	die	Positionierung	des	hydrolytisch	akti-

ven	Wassermoleküls	im	aktiven	Zentrum	entscheidend	für	die	katalytische	Aktivi-

tät	ist.	Dabei	sind	die	Abstände	des	Wassermoleküls	zu	Histidin	^i	(für	Deproto-

nierung)	und	dem	Carbonyl-C-Atom	des	Acyls	ebenso	wichtig	wie	die	räumliche	

Anordnung	des	Wassermoleküls,	wobei	der	Winkel	des	nukleophilen	Angriffs	ca.	

HgI	°	betragen	muss	 (Hedstrom,	TggT).	Anhand	von	Kristallstrukturen	Trypsin-

basierter	 Acyl-Enzym-Intermediate	 konnte	 auch	 gezeigt	 werden,	 dass	 Unter-

schiede	 in	 der	 Deacylierungsgeschwindigkeit	 mit	 der	 Koordinierung	 der	 Acyl-

Gruppe	 und	 dem	 hydrolytischen	 Wassermolekül	 in	 Zusammenhang	 stehen	

(Radisky	et	al.,	Tgg_).	Demzufolge	könnten	Mutationen	in	Aminosäurepositionen,	

welche	potentiell	mit	den	PH-	und	PT-Positionen	des	Acyldonors	interagieren,	eine	

Veränderung	der	Geometrie	des	Acyl-Enzym-Intermediats	zur	Folge	haben,	was	

wiederrum	Einfluss	 auf	 das	Aminolyse-zu-Hydrolyse-Verhältnis	 haben	 kann.	 In	

diesem	Kontext	wurden	die	Positionen	LII	und	GTHI	ausgewählt.	
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Die	Synthese	der	randomisierten	Bibliothek	erfolgte,	wie	in	Kapitel	O.H.T	detailliert	

beschrieben,	anhand	eines	modularen	Bibliotheksdesigns	unter	Verwendung	von	

Nukleosid-Trimer-Phosphoramiditen	 (Virnekäs	 et	 al.,	 HIIO)	 und	 einer	 Leserah-

menselektion	(Gerth	et	al.,	TggO).	Diese	beiden	Komponenten	waren	bereits	Teil	

der	 im	Zuge	 der	 Promotionsarbeit	 von	Herrn	Dr.	Marcus	 Böhme	 (AG	Bordusa,	

MLU	Halle-Wittenberg	(Böhme,	TgTH))	getroffenen	Maßnahmen	zur	qualitativen	

Optimierung	Trypsiligase-basierter	Bibliotheken,	wie	unter	H.O	beschrieben.	Die	

Verwendung	 von	 Nukleosid-Trimer-Phosphoramiditen	 sollte	 dabei	 garantieren,	

dass	eine	äquimolare	Mischung	exakt	definierter	Codone	für	die	Randomisierung	

eingesetzt	wird,	was	eine	Häufung	bestimmter	Aminosäuren	aufgrund	der	Redun-

danz	des	genetischen	Codes	und	das	Auftreten	von	Stoppcodonen	an	den	rando-

misierten	Positionen	verhindern	sollte	(siehe	auch	Kapitel	H.T).	Die	Leserahmense-

lektion	 diente	 zudem	 der	 Reduzierung	 von	 frameshift-Mutationen,	 welche	 im	

Zuge	der	Bibliothekssynthese	in	erster	Linie	durch	die	verwendeten,	synthetisch	

hergestellten	Oligonukleotide	eingeführt	werden,	was	auf	systembedingte	Kupp-

lungseffizienzen	 in	der	chemischen	Synthese	dieser	zurückgeführt	werden	kann	

(Catani	et	al.,	TgTg).		

Nach	der	finalen	Assemblierung	der	Bibliothek	und	Subklonierung	in	das	Phage-

mid	pMBgO	wurden	zunächst	elektrokompetente	E.	coli	Hg-beta	Zellen	unter	Ver-

wendung	der	Bibliothek	transformiert.	Die	nach	Patrick	et	al.,	TggK	berechnete	

Abdeckung	 der	 Diversität	 lag	 hier	 mit	 in	 der	 Transformation	 erreichten		

i,^	×	Hgi	cfu	bei	iI,i	%.	Um	eine	Wahrscheinlichkeit,	dass	keine	Variante	der	Bib-

liothek	fehlt,	von	I^	%	zu	erreichen,	was	einer	Abdeckung	von	Hgg	%	entsprechen	

würde,	wären	mindestens	I,i	×	HgJ	cfu	notwendig	gewesen.	Bei	der	hier	erreichten	

Transformationseffizienz	hätte	es	also	mehr	als	zehnmal	so	viele	Transformatio-

nen	gebraucht,	um	eine	nahezu	vollständige	Abdeckung	zu	erreichen,	was	als	un-

verhältnismäßig	 angesehen	wurde.	Nichtsdestotrotz	 ist	hier	 zu	berücksichtigen,	

dass	 die	 theoretische	 Diversität	 der	 Bibliothek	 von	 ursprünglich	 O,i	×	Hgi	 um	

Tg,K	%	auf	ca.	K,i	×	Hgi	verringert	wurde.	

Zur	qualitativen	Analyse	der	generierten	Bibliothek	wurden	HOO	Klone	der	Trans-

formation	in	E.	coli	Hg-beta	sequenziert.	Elf	der	HOO	Klone	(i,_	%)	enthielten	das	

Phagemid	pMBgO_sfGFP,	welches	für	die	Subklonierung	der	Bibliothek	eingesetzt	
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wurde.	Hier	wäre	es	möglich	gewesen,	diesen	Anteil	durch	längere	Inkubations-

zeiten	 im	 Restriktionsverdau	 bzw.	 höhere	 Konzentrationen	 der	 Restriktions-

enzyme	oder	einer	höher	aufgelösten	Reinigung	mittels	Agarose-Gelelektropho-

rese	zu	verringern.	Da	jedoch	keine	unspezifische	Anreicherung	von	sfGFP	in	der	

Selektion	 oder	 ein	 erhöhtes	 Hintergrundsignal	 im	 Screening	 zu	 erwarten	 war,	

wurde	dieser	Anteil	als	unkritisch	angesehen.	Weiterhin	konnten	bei	fünf	der	ver-

bliebenen	HKK	Klone	 (K,J	%)	 stille	Mutationen	 festgestellt	werden,	die	dement-

sprechend	keinen	Einfluss	auf	die	Funktionalität	der	Bibliothek	haben.	Jedoch	wie-

sen	neun	Klone	(_,J	%)	frameshift-Mutationen	auf,	was	Leserahmenverschiebun-

gen	zur	Folge	hatte	und	somit	zu	nicht-funktionalen	Varianten	führte.	Daraus	re-

sultierte	eine	Funktionalität	auf	DNA-	und	Protein-Ebene	von	IK,T	%.	Die	relati-

ven	Häufigkeiten	der	kanonischen	Aminosäuren	(siehe	Abbildung	i)	an	den	ran-

domisierten	Positionen	zeigten	zudem,	dass	weder	Stoppcodone	noch	das	ausge-

schlossene	Cystein	auftraten.	Die	Schwankung	der	relativen	Häufigkeiten	um	die	

Wahrscheinlichkeit	 von	 ^,K	%	 liegt	 in	 der	 Normalverteilung	 dieser	 begründet.	

Demzufolge	konnte	hiermit	bestätigt	werden,	dass	die	Verwendung	von	Nukleo-

sid-Trimer-Phosphoramiditen	 den	 gewünschten	 Effekt	 erzielte.	Die	 erfolgreiche	

Anwendung	der	Leserahmenselektion	konnte	 zudem	dadurch	bestätigt	werden,	

dass	 ein	 Verzicht	 auf	 diesen	 Optimierungsschritt	 zu	 einer	 stark	 verminderten	

Funktionalität	führte,	was	im	Rahmen	der	Promotionsarbeit	von	Frau	Dr.	Gissel	

gezeigt	wurde,	wo	lediglich	eine	Funktionalität	von	ca.	Tg	%	gewährleistet	werden	

konnte	(Gissel,	TgHi),	während	hier	unter	Verwendung	der	Leserahmenselektion	

eine	Funktionalität	von	IK,T	%	erreicht	wurde.	Dabei	liegt	dieser	Wert	auch	sehr	

nah	an	der	Funktionalität	von	I^,J	%,	welche	zuvor	für	eine	Trypsiligase-basierte	

Bibliothek	mit	vergleichbarer	Synthesestrategie	erzielt	wurde	(Böhme,	TgTH).	Auf-

grund	dessen	kann	auch	die	Reproduzierbarkeit	der	verwendeten	Synthesestrate-

gie	bestätigt	werden.	

Im	Rahmen	der	 finalen	Transformation	 der	Bibliothek	 in	E.	 coli	 ERTiKJ	Zellen	

konnten	 lediglich	T,_	×	Hgi	cfu	generiert	werden.	Bezogen	auf	die	ursprüngliche,	

theoretische	Diversität	der	Bibliothek	von	O,i	×	Hgi	entsprach	das	nach	Patrick	et	

al.,	TggK	einer	Abdeckung	von	OT,_	%.	Bezogen	auf	die	im	Rahmen	der	Transfor-

mation	von	E.	coli	Hg-beta	Zellen	bereits	verminderte	Diversität	(um	Tg,K	%	auf	
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K,i	×	Hgi)	 entsprach	dies	 einer	Abdeckung	von	^g,^	%.	Dementsprechend	 ist	 im	

Zuge	dieser	Transformation	ca.	die	Hälfte	der	Diversität	verloren	gegangen.	Hier	

könnte	die	Transformationseffizienz	durch	zusätzliche	Reinigung	und	Entsalzen	

der	 Phagemid-Präparation	 (siehe	 K.H.I)	 erhöht	 werden,	 da	 dadurch	 die	 Ionen-

stärke	des	Ansatzes	verringert	wird,	wodurch	wiederrum	der	Widerstand	der	Lö-

sung	und	damit	auch	die	Pulslänge	in	der	Elektroporation	beeinflusst	wird.	Letzt-

endlich	wurde	eine	Diversität	von	T,_	×	Hgi	jedoch	als	ausreichend	angesehen,	um	

eine	genügende	Wahrscheinlichkeit	zu	generieren,	dass	optimierte	Trypsiligase-

Varianten	in	dieser	Bibliothek	enthalten	sein	können.	

5.2 Selektion und Screening potentiell optimierter Varianten 

Zur	Anreicherung	 funktioneller	 bzw.	 optimierter	Varianten	 aus	 der	 generierten	

Trypsiligase-Bibliothek	sollte	eine	Selektion	mittels	Phagen-Display	durchgeführt	

werden.	Die	in	der	Arbeitsgruppe	von	Prof.	Dr.	Frank	Bordusa	(MLU	Halle-Wit-

tenberg)	etablierte	und	hier	ebenfalls	angewendete	Strategie	zur	direkten	Selek-

tion	 mittels	 Phagen-Display	 ist	 in	 Kapitel	 H.O	 (Abbildung	 K)	 beschrieben.	 Die	

Durchführung	ist	detailliert	in	Kapitel	K.O	erläutert,	während	die	im	Zuge	des	Pha-

gen-Displays	 bestimmten	 Phagenmengen	 der	 einzelnen	 Selektionsrunden	 und	

Fraktionen	(Start,	Waschen,	Elution)	in	Kapitel	O.T	zusammengefasst	sind.	Insge-

samt	wurden	vier	 Selektionsrunden	durchgeführt.	Dabei	wurden	von	Runde	zu	

Runde	verschiedene	Parameter	wie	die	Menge	der	eingesetzten	M-Tig	Beads,	die	

Anzahl	der	Waschschritte,	die	Konzentration	an	Nukleophil-Peptid	in	der	Elution	

und	die	Inkubationszeit	für	die	Elution	variiert.	Die	Streptavidin-beschichteten	M-

Tig	Beads	wurden	 dabei	 jeweils	mit	 dem	biotinylierten	 Substrat-Peptid	 Biotin-

PEG-GAAYRHAAG-OH	gesättigt,	wodurch	die	Menge	der	Beads	auch	die	einge-

setzte	Menge	des	Substrat-Peptides	limitierte.	Das	Ziel	dieser	Variation	war	es,	den	

Selektionsdruck	bzw.	die	Stringenz	der	Selektion	von	Runde	zu	Runde	zu	erhöhen,	

um	 eine	 Anreicherung	 optimierter	 Varianten	 zu	 begünstigen	 (G.	 P.	 Smith	 &	

Petrenko,	HIIi).	Als	Maß	für	die	Anreicherung	verbesserter	Varianten	sind	in	Ta-

belle	TO	die	Verhältnisse	bzw.	Quotienten	der	Phagenmengen	in	den	entsprechen-

den	Elutionsfraktionen	und	der	jeweils	letzten	Waschfraktion	je	Selektionsrunde	

aufgelistet.	Zudem	sind	hier	die	in	den	jeweiligen	Selektionsrunden	angewendeten	
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Parameter	zur	Anzahl	der	Waschschritte	und	Konzentration	an	Nukleophil-Peptid	

als	Maß	für	die	Stringenz	wiedergegeben.	

Tabelle	HK:	Übersicht	zum	angewendeten	Selektionsdruck	im	Phagen-Display	und	Anrei-
cherung	funktioneller	Varianten.	In	der	Tabelle	sind	Parameter	der	einzelnen	Selektionsrunden	
zur	Anzahl	der	Waschschritte	und	eingesetzten	Konzentration	an	Nukleophil-Peptid	in	der	Elution	
zusammengefasst.	Zudem	ist	als	Maß	für	die	Anreicherung	funktioneller	Varianten	das	Verhältnis	
von	eluierten	Phagen	zur	Phagenanzahl	in	der	letzten	Waschfraktion	je	Selektionsrunde	wiederge-
geben.		

Selektionsrunde	 H	 T	 K	 O	

Anzahl	Waschschritte	 ^	 J	 Hg	 HT	

c	(Nukleophil-Peptid)	[µM]	 Hgg	 ^g	 Hg	 T	

Verhältnis	Phagen															
Elution/Waschen	 T,T	 K,O	 T,O	 ^,H	

Anhand	dieser	Daten	wird	ersichtlich,	dass	das	Verhältnis	von	eluierten	Phagen	in	

Bezug	auf	die	letzte	Waschfraktion	von	Runde	H	zu	Runde	T	und	von	Runde	K	zu	

Runde	O	jeweils	anstieg,	obwohl	der	Selektionsdruck	erhöht	wurde.	Nur	von	Runde	

T	zu	Runde	K	sank	das	Verhältnis	leicht,	was	hier	auf	den	stark	erhöhten	Selekti-

onsdruck	durch	Reduzierung	der	Nukleophil-Peptid-Konzentration	um	den	Fak-

tor	^	erklärt	werden	kann.	Eine	ausgeprägte	Anreicherung	optimierter	Varianten	

in	Selektionsrunde	K	würde	auch	erklären,	dass	das	Verhältnis	in	Runde	O	wieder	

anstieg,	 obwohl	 der	 Selektionsdruck	 im	 gleichen	Maße	wie	 in	 Runde	 K	 erhöht	

wurde.	Letztlich	gibt	dieses	Verhältnis	jedoch	nur	einen	Hinweis	auf	eine	mögliche	

Anreicherung	 funktioneller	 und	 verbesserter	 Varianten	mittels	 Phagen-Display.	

Um	eine	verlässliche	Aussage	treffen	zu	können,	ob	anhand	des	Phagen-Displays	

erfolgreich	funktionelle	und	verbesserte	Varianten	angereichert	werden	konnten,	

wäre	die	primäre	Charakterisierung	einer	Vielzahl	von	Einzelvarianten	 jeder	Se-

lektionsrunde	notwendig.	

Nach	der	 Selektion	mittels	Phagen-Display	 sollten	 aus	dem	Pool	 angereicherter	

Varianten	 jene	 identifiziert	 werden,	 welche	 verbesserte	 Syntheseeigenschaften	

aufweisen.	Diese	Identifikation	sollte	anhand	eines	ELISA-basierten	Hochdurch-

satz-Screenings	im	Mikrotiterplatten-Format	erfolgen.	Hierfür	wurde	im	Rahmen	

dieser	 Arbeit	 die	 Biosynthese	 von	 Trypsiligase	 im	MTP-Format	 validiert	 (siehe	

O.K.H),	 deren	 erfolgreiche	 Durchführung	 eine	 Mindestanforderung	 an	 das	
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Screening	darstellte.	Dabei	galt	es	zunächst,	ein	geeignetes	Expressionssystem	aus-

zuwählen.	Häufig	wird	E.	coli	als	Expressionssystem	für	die	Biosynthese	im	MTP-

Format	angewendet	 (Leemhuis	et	al.,	TggI).	Hier	konnte	Frau	Dr.	Sandra	Lieb-

scher	 (AG	Bordusa,	MLU	Halle-Wittenberg	(Liebscher,	TggJ))	 im	Rahmen	 ihrer	

Promotionsarbeit	jedoch	bereits	zeigen,	dass	eine	Expression	von	Trypsin	in	E.	coli	

keine	oder	nur	geringere	Ausbeuten	an	löslichem	Protein	liefert.	Die	Sezernierung	

ins	Periplasma	würde	zudem	einen	periplasmatischen	Aufschluss	im	MTP-Format	

bedingen.	Dahingegen	 ist	die	Biosynthese	von	Trypsin	 in	Hefe	bereits	zahlreich	

beschrieben	 und	 auch	 in	 der	Arbeitsgruppe	 um	Prof.	Dr.	 Frank	 Bordusa	 (MLU	

Halle-Wittenberg)	etabliert	(Gissel,	TgHi;	Hedstrom	et	al.,	HIIO,	HII_;	Liebscher,	

TggJ).	Zudem	erleichtert	hier	die	 Sezernierung	von	Trypsin	 in	das	Medium	die	

Separation.		

Als	Hefe-basiertes	Expressionssystem	für	die	Biosynthese	im	MTP-Format	wurde	

schließlich	Pichia	pastoris	ausgewählt,	was	auf	die	folgenden	Gründe	zurückzufüh-

ren	 ist.	Zum	einen	 liefert	die	Biosynthese	rekombinanter	Proteine	 in	P.	pastoris	

häufig	 hohe	 Ausbeuten,	 was	 anhand	 zahlreicher	 Beispiele	 in	 der	 Literatur	 be-

schrieben	ist	und	sich	hier	positiv	auf	das	Signal-Rausch-Verhältnis	im	Screening	

auswirken	würde	(Cregg	et	al.,	Tggg).	Die	Induktion	durch	Methanol-Zugabe	über	

den	AOXM-Promotor	ist	zudem	effizient	und	im	MTP-Format	einfach	umsetzbar.	

Weiterhin	 ermöglicht	die	Verwendung	des	Expressionsvektors	pPICZaA	die	 In-

tegration	der	Expressionskassette	 in	das	Genom	mittels	homologer	Rekombina-

tion,	was	stabile	Transformanten	auch	ohne	den	Einsatz	von	Antibiotika	bedeutet.	

Zudem	war	auch	die	geringe	Rate	an	Multicopy-Integrationen	bei	Verwendung	von	

P.	pastoris	 und	pPICZaA	ein	 entscheidendes	Kriterium.	Während	 solche	Multi-

copy-Integrationen,	also	die	Integration	mehrerer	Kopien	des	zu	exprimierenden	

Gens	 in	 das	 Genom	 eines	 Klons,	 bei	 Hefe-basierten	 Expressionsstämmen	 wie	

Kluyveromyces	lactis	häufig	auftreten	und	auch	gewünscht	sind	(Read	et	al.,	Tggi),	

wären	diese	Multicopy-Integrationen	in	dem	hier	verwendeten	Screening	kontra-

produktiv.	Schließlich	würde	ein	derartiger	Klon	verschiedene	Trypsiligase-Vari-

anten	exprimieren,	wodurch	in	dieser	Kavität	einer	MTP	unterschiedliche	Varian-

ten	vorlägen,	was	 zu	Falsch-negativ-Ergebnissen	 führen	könnte	oder,	 bei	 einem	

positiven	 Signal,	 die	 Zuordnung	 der	 erhöhten	 Aktivität	 zu	 der	 verursachenden	
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Enzym-Variante	 schwierig	 gestalten	würde.	Ein	weiterer	Vorteil	 in	der	Verwen-

dung	von	P.	pastoris	liegt	zudem	in	der	geringen	endogenen	Proteinsekretion	die-

ser	Hefeart,	was	mögliche	Hintergrundsignale	im	Screening	reduziert	(Tachioka	et	

al.,	TgH_).	

Die	Durchführung	der	Validierung	ist	in	Kapitel	K.^.H	detailliert	beschrieben.	An-

hand	 einer	 Testexpression	 der	 Trypsiligase	 im	 MTP-Format	 mit	 I_	 Kavitäten	

wurde	die	OD_gg	 jeder	Kavität	bestimmt	 (Abbildung	JC)	und	 der	Proteingehalt	

ausgewählter	 Kavitäten	 mittels	 SDS-PAGE	 analysiert	 (Abbildung	 JA-B).	 Die	

OD_gg-Messungen	wiesen	hier	auf	ein	gleichmäßiges	Zellwachstum	hin,	da	bei	ei-

nem	Mittelwert	 von	Hg,_	 nur	 eine	 geringe	 Standardabweichung	 von	 H,T	 erzielt	

wurde.	Ausreißer	wie	Kavität	HHH	 (OD_gg	 =	^,K)	könnten	durch	unzureichende	

Belüftung	bzw.	Versorgung	mit	Sauerstoff	erklärt	werden,	was	einen	entscheiden-

den	Faktor	in	der	Fermentation	von	P.	pastoris	darstellt	(Li	et	al.,	Tggi).	Auch	die	

Ergebnisse	der	SDS-PAGE	wiesen	auf	eine	gleichmäßige	Biosynthese	hin,	da	in	na-

hezu	allen	Proben	eine	Proteinbande	bei	dem	erwarteten	Molekulargewicht	 für	

Trypsiligase	detektiert	werden	konnte	und	die	Bandenintensität	in	allen	Kavitäten	

relativ	 konstant	 war.	 Lediglich	 in	 Kavität	 AHT	 konnte	 keine	 Proteinbande	 für	

Trypsiligase	detektiert	werden.	Die	Ursache	hierfür	wurde	im	Rahmen	dieser	Ar-

beit	nicht	näher	untersucht.	Die	Isolierung	der	genomischen	DNA	des	betroffenen	

P.	pastoris	Klons	und	eine	Sequenzierung	des	Gens	der	Trypsiligase	hätten	hier	

Aufschluss	über	die	intakte	Beschaffenheit	geben	können.	Schlussendlich	wurden	

die	im	Zuge	der	Testexpression	generierten	Überstände	eingesetzt,	um	unter	Ver-

wendung	des	ELISA-basierten	Screenings	die	katalytische	Aktivität	der	Trypsilig-

ase	nachweisen	zu	können	(Abbildung	JD).	Dabei	konnte	die	Produktbildung	ein-

deutig	mittels	ELISA	bestätigt	werden.	Anhand	der	eingesetzten	Verdünnungen	

der	Überstände	konnte	zudem	die	Konzentrationsabhängigkeit	der	Enzymkatalyse	

gezeigt	werden.	Die	verwendete	Referenz	mit	H	µM	Trypsiligase	zeigte	dabei	die	

schnellste	Produktzunahme,	woraus	geschlussfolgert	werden	kann,	dass	die	effek-

tive	 Enzymkonzentrationen	 in	 den	 verdünnten	 Überständen	 geringer	 als	 H	µM	

war.	Deswegen	wurde	im	eigentlichen	Screening	auf	eine	Verdünnung	der	Über-

stände	verzichtet,	um	ein	möglichst	optimales	Signal-Rausch-Verhältnis	zu	errei-

chen.	
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Auf	Grundlage	der	erfolgreich	validierten	Biosynthese	von	Trypsiligase	im	MTP-

Format	und	dem,	im	Zuge	der	Promotionsarbeit	von	Herrn	Dr.	Marcus	Böhme	(AG	

Bordusa,	 MLU	 Halle-Wittenberg	 (Böhme,	 TgTH)),	 etablierten	 ELISA-basierten	

Hochdurchsatzscreening	wurden	 nun	 insgesamt	 K_J	 Einzelvarianten	 analysiert.	

Die	Durchführung	des	 Screenings	 ist	detailliert	 in	den	Kapiteln	K.^.K	und	K.^.O	

beschrieben.	In	Abbildung	I	(Kapitel	O.K.T)	sind	die	dabei	generierten	Progress-

kurven	der	HJ	identifizierten	Varianten	dargestellt.	Auffällig	war	hier	der	geringe	

prozentuale	Anteil	an	Varianten	von	O,I	%,	für	welche	überhaupt	eine	Aktivität	im	

Screening	detektiert	werden	konnte.	Dieser	Umstand	könnte	damit	erklärt	wer-

den,	dass	mindestens	eine	der	randomisierten	Positionen	kritisch	für	die	enzyma-

tische	Aktivität	der	Trypsiligase	ist.	Um	diese	Theorie	zu	bestätigen,	wäre	es	hier	

notwendig	gewesen,	auch	eine	Reihe	von	Varianten	zu	sequenzieren,	welche	keine	

Aktivität	zeigten,	um	die	Mutationen	entsprechend	mit	jenen	identifizierter,	akti-

ver	Varianten	vergleichen	zu	können.	Nichtsdestotrotz	konnten	HJ	 funktionelle	

Varianten	erfolgreich	identifiziert	werden.	Zudem	erreichte	Variante	HCHH	hier	be-

reits	die	höchsten	Signalintensitäten	und	unterschied	sich	damit	deutlich	von	der	

Trypsiligase-Referenz.	Aber	auch	Variante	OFJ	erreichte	hier	mit	einem	normier-

ten	AO^g-Wert	von	ca.	H,^	höhere	Signalintensitäten	als	die	gemittelten	Werte	für	

Trypsiligase.	Da	diese	beiden	Varianten	HCHH	und	OFJ	im	Zuge	der	primären	Cha-

rakterisierung	 auch	 als	 die	 beiden	 besten	Varianten	 resultierten,	 kann	 dement-

sprechend	auch	die	Eignung	des	verwendeten	Screening-Systems	zur	Diskriminie-

rung	hinsichtlich	der	Syntheseeffizienz	bestätigt	werden.		

5.3 Herstellung und primäre Charakterisierung identifizierter Varianten 

An	die	erfolgreiche	Identifizierung	von	HJ	Varianten	anhand	des	ELISA-basierten	

Screenings	schloss	sich	eine	primäre	Charakterisierung	dieser	Varianten	an.	Hier-

durch	sollten	Informationen	zu	den	eingeführten	Mutationen	und	zur	Diskrimi-

nierung	zwischen	den	Varianten	hinsichtlich	des	synthetischen	Potentials	erhalten	

werden.	Der	 erste	 Schritt	 im	Zuge	dessen	bestand	 in	der	 Sequenzierung	der	HJ	

identifizierten	Varianten	(siehe	O.O.H).	Hierbei	wiesen	die	Chromatogramme	der	

Sanger-Sequenzierung	von	fünf	Varianten	Doppelpeaks	an	den	randomisierten	Po-

sitionen	auf.	Dementsprechend	waren	bei	diesen	die	Gene	von	mindestens	zwei	
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unterschiedlichen	Trypsiligase-Varianten	in	die	Genome	der	betroffenen	Klone	in-

tegriert.	Das	hatte	zur	Folge,	dass	die	DNA-Sequenzen	der	verschiedenen	Varian-

ten	 nicht	 klar	 aufgelöst	 werden	 konnten,	 weswegen	 diese	 fünf	 Varianten	 bzw.	

Klone	verworfen	wurden.	Um	die	Transformation	mehrerer	Gene	bzw.	Vektormo-

leküle	in	einen	P.	pastoris	Klon	zu	vermeiden	und	damit	die	Rate	solcher	multiplen	

Insertionen	 zu	 reduzieren,	 könnte	 zukünftig	 die	 in	 der	 Elektroporation	 (siehe	

K.T.K)	eingesetzte	DNA-Menge	verringert	werden.	Im	Umkehrschluss	würde	das	

aber	die	Transformationseffizienz	und	damit	die	Anzahl	generierter	Klone	senken	

(Chassy	et	al.,	HIJJ).	

Die	Sequenzierungsergebnisse	fünf	weiterer	Varianten	zeigten	das	Gen	der	Trypsi-

ligase	als	Ausgangsvariante.	Dabei	konnte	ausgeschlossen	werden,	dass	es	sich	um	

Varianten	der	Gen-Bibliothek	handelt,	welche	zufällig	an	den	randomisierten	Po-

sitionen	die	Aminosäuren	der	Trypsiligase	aufwiesen,	da	die	verwendeten	Codone	

für	die	betroffenen	Aminosäuren	in	der	Bibliothek	von	jenen	des	Gens	der	Trypsi-

ligase	abwichen.	Demzufolge	handelte	es	sich	hierbei	um	den	Expressionsvektor	

pPICZaA_OTn,	welcher	für	die	Subklonierung	der	Gene	der	angereicherten	Vari-

anten	in	den	Vektor	pPICZaA	mittels	Megaprimer-Mutagenese	verwendet	wurde	

(siehe	 O.K.T	 und	 K.H.i).	Um	diese	Hintergrundaktivität	 bzw.	 die	Häufigkeit	 der	

Trypsiligase	im	Screening	durch	das	mitgeführte	Template	pPICZaA_OTn	zu	ver-

ringern,	kann	der	DpnI-Verdau	nach	der	Megaprimer-PCR	optimiert	werden,	in-

dem	die	Konzentration	an	DpnI	erhöht	oder	die	Inkubationszeit	verlängert	wird.		

Die	Sequenzierungsdaten	der	übrigen	acht	Varianten	bestätigten	deren	Integrität,	

den	Ursprung	aus	der	randomisierten	Bibliothek	und	das	Vorliegen	von	Einzelklo-

nen,	deren	Mutationen	an	den	randomisierten	Positionen	dementsprechend	auf-

gelöst	werden	konnten	und	in	Tabelle	Hi	(siehe	O.O.H)	wiedergegeben	sind.	Ledig-

lich	die	drei	Varianten	TCHH,	KGT	und	OEH	wiesen	hier	Unregelmäßigkeiten	auf,	

da	diese	Varianten	an	den	Positionen	THO,	THI	und	TTH	die	Codone	der	Trypsilig-

ase	besaßen.	Wie	bereits	beschrieben,	konnte	auch	hier	der	Ursprung	aufgrund	

der	unterschiedlichen	Codonverwendung	klar	identifiziert	werden.	Dementspre-

chend	besaßen	diese	Varianten	an	den	Positionen	I^,	I_	und	II	Codone	aus	der	

Bibliothek,	während	an	den	Positionen	THO,	THI	und	TTH	Codone	aus	dem	Gen	der	

Trypsiligase	auftraten.	Die	Ursache	für	dieses	Phänomen	liegt	wahrscheinlich	in	
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der	Megaprimer-Mutagenese	 begründet	 (siehe	 O.K.T	 und	 K.H.i),	 wobei	 hier	 die	

Synthese	 des	Megaprimers	mittels	 PCR	 bzw.	 dessen	 Aufreinigung	 der	 kritische	

Punkt	sein	könnte.	Da	über	diesen	Megaprimer	die	Mutationen	an	den	randomi-

sierten	Positionen	in	den	Vektor	pPICZaA_OTn	eingeführt	wurden,	könnten	am	

K‘-Ende	verkürzte	PCR-Produkte	bzw.	Megaprimer,	welche	mittels	Agarose-Gel-

elektrophorese	nicht	sauber	abgetrennt	wurden,	dazu	führen,	dass	nur	die	am	^‘-

Ende	liegenden	Positionen	(I^,	I_	und	II)	transferiert	werden,	während	die	Posi-

tionen	am	K‘-Ende	(THO,	THI	und	TTH)	unverändert	bleiben.	Solche	Artefakte	sind	

in	der	Literatur	für	die	PCR	unter	Verwendung	von	multiplen	Templates	bzw.	Mi-

schungen	eng	verwandter	Sequenzen	beschrieben	und	werden	als	PCR-vermittelte	

Rekombination	oder	chimäre	Amplifikation	bezeichnet	(Kanagawa,	TggK;	Potapov	

&	Ong,	TgHi).	Ein	diskutiertes	Model	zur	Entstehung	solcher	Rekombinationen	

besteht	in	der	Bindung	eines	Primers	an	die	Zielsequenz	und	die	Elongation	durch	

die	DNA-Polymerase,	welche	aufgrund	einer	Rehybridisierung	eines	komplemen-

tären	DNA-Stranges	an	das	Template	unterbrochen	wird,	wodurch	ein	unvollstän-

dig	verlängerter	Primer	entsteht.	Hybridisiert	dieser	unvollständig	verlängerte	Pri-

mer	in	folgenden	PCR-Zyklen	erneut	an	einen	anderen	Template-Strang,	entste-

hen	chimäre	Amplifikationsprodukte	aus	zwei	unterschiedlichen	Genen	(Odelberg	

et	al.,	HII^).	Aufgrund	des	 in	dieser	Arbeit	verwendeten	Primer-Designs	würde	

hier	bereits	eine	Verkürzung	des	Megaprimers	um	ca.	Hgg	Basenpaare	ausreichen,	

um	den	beschriebenen	Effekt	zu	erzeugen.	Abhilfe	kann	hier	eine	höher	aufgelöste	

Agarose-Gelelektrophorese	schaffen,	um	solche	verkürzten	PCR-Produkte	abtren-

nen	zu	können.	Um	die	Häufigkeit	solcher	Rekombinationen	zu	verringern,	wird	

in	der	Literatur	auch	die	Erhöhung	der	Elongationszeit	oder	die	Reduzierung	der	

Zyklenanzahl	beschrieben	(Lahr	&	Katz,	TggI;	Meyerhans	et	al.,	HIIg).	

Nach	deren	Sequenzierung	wurden	die	acht	Varianten,	wie	in	den	Kapiteln	K.T.O,	

K.K.T	und	O.O.T	detailliert	beschrieben,	anhand	einer	Biosynthese	in	P.	pastoris	XKK	

und	unter	Verwendung	einer	chromatografischen	Zweischrittreinigung	hergestellt	

und	gereinigt.	Die	Chromatogramme	der	Reinigung	sowie	die	Ergebnisse	der	Ana-

lytik	mittels	SDS-PAGE	und	LC/MS	sind	exemplarisch	für	Variante	HCHH	in	Abbil-

dung	Hg	dargestellt,	wobei	hier	eine	hohe	Homogenität	und	Reinheit	der	herge-

stellten	 Enzyme	 bestätigt	 werden	 konnte.	 In	 Tabelle	 HJ	 sind	 zusätzlich	 die	
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erzielten	Expressionsausbeuten	zusammengefasst,	welche	für	die	acht	Varianten	

mit	K,H-J,J	mg/l	Kultur	unter	der	gewöhnlich	für	Trypsiligase	erzielten	Ausbeute	

von	HO,K	mg/l	Kultur	lagen.	Eine	Tendenz	sinkender	Expressionsausbeuten	der	ge-

nerierten	Varianten	 gegenüber	 Trypsiligase	 konnte	 auch	 von	Herrn	Dr.	Marcus	

Böhme	(AG	Bordusa,	MLU	Halle-Wittenberg	(Böhme,	TgTH))	im	Zuge	seiner	Pro-

motionsarbeit	beobachtet	werden,	was	 er	 zum	Teil	 auf	 eine	 zusätzliche	Hydro-

phobizität	durch	eingeführte	Tryptophane	an	Lösungsmittel-exponierten	Positio-

nen	 zurückführte.	 Ein	 solcher	 Zusammenhang	 konnte	 hier	 jedoch	 nicht	 festge-

stellt	werden,	da	z.B.	Variante	HCHH	mit	K,H	mg/l	Kultur	die	geringste	Ausbeute	

zeigte	und	kein	Tryptophan	an	einer	der	sechs	Positionen	besaß,	während	bei	Va-

riante	TBI	ein	Tryptophan	an	Position	TTH	vorlag	und	trotzdem	eine	Ausbeute	von	

_,O	mg/l	Kultur	erzielte.	Auch	ein	Vergleich	weiterer	Mutationen	an	den	randomi-

sierten	Positionen	mit	den	jeweils	erzielten	Ausbeuten	ließ	hier	keine	Korrelation	

der	Expressionsausbeute	mit	der	Hydrophobizität	erkennen.	Während	die	verrin-

gerten	Expressionsausbeuten	in	dem	hier	angewendeten	Labormaßstab	geringe	bis	

keine	Auswirkungen	hatten,	könnte	dieser	Faktor	 in	einer	großtechnischen	An-

wendung	jedoch	zu	Limitationen	führen.	Da	in	diesem	Fall	die	Biosynthese	im	Fer-

menter	statt	der	Expression	im	Schüttelkolben	vorzuziehen	wäre,	könnten	die	ver-

ringerten	Ausbeuten	so	negiert	werden.	Schließlich	führt	die	Produktion	rekom-

binanter	Proteine	in	P.	pastoris	unter	Verwendung	eines	Bioreaktors	in	der	Regel	

zu	deutlich	gesteigerten	Zelldichten	und	damit	auch	Proteingehalt,	was	vorrangig	

darauf	zurückzuführen	ist,	dass	Parameter	wie	die	Zufuhr	an	Sauerstoff	oder	der	

Kohlenstoffquelle	und	auch	der	pH-Wert	kontrolliert	und	gesteuert	werden	kön-

nen	(Cereghino	et	al.,	TggT).	

Da	alle	acht	Varianten	erfolgreich	dargestellt	werden	konnten,	wurden	sie	nun	ei-

ner	primären	Charakterisierung	hinsichtlich	ihres	synthetischen	Potentials	unter-

zogen.	Zu	diesem	Zweck	wurden	Transamidierungsstudien	unter	Verwendung	der	

Varianten,	wie	 in	den	Kapiteln	K._.H	und	O.O.K	detailliert	beschrieben,	durchge-

führt.	Die	Ergebnisse	dieser	Studien	sind	zusammenfassend	in	Tabelle	HI	(siehe	

Kapitel	O.O.K)	dargestellt,	wobei	hier	auch	jeweils	die	Mutationen	an	den	randomi-

sierten	 Positionen	 wiedergegeben	 sind,	 welche	 aus	 den	 Sequenzierungsdaten	

(siehe	 Kapitel	 O.O.H)	 abgeleitet	wurden.	Wie	 in	 Kapitel	 ^.H	 bereits	 beschrieben	
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wurde,	ist	das	synthetische	Potential	der	Trypsiligase-Varianten	in	erster	Linie	von	

dem	Verhältnis	 der	Aminolyse-	 zur	Hydrolyseaktivität	 abhängig.	Die	Varianten	

HCHH	und	OFJ	zeigten	hier	die	höchsten	Quotienten	aus	den	apparenten	Wechsel-

zahlen	von	Aminolyse	zu	Hydrolyse	mit	_H,i	bzw.	^^,I	und	erreichten	auch	die	

höchsten	 maximalen	 Ausbeuten	 von	 _H,J	%	 bzw.	 _H,I	%.	 Dementsprechend	

konnte	diese	Korrelation	hier	bestätigt	werden.	Die	Steigerung	dieses	Quotienten	

um	den	Faktor	Hi-HI	im	Vergleich	zur	Trypsiligase	resultierte	dabei	im	Wesentli-

chen	aus	einer	um	den	Faktor	^g-ig	verringerten	Hydrolyseaktivität.	Während	die	

Varianten	HCHH	und	OFJ	hier	also	als	die	beiden	effizientesten	Varianten	ermittelt	

werden	konnten,	 sei	an	dieser	Stelle	auch	darauf	hingewiesen,	dass	alle	acht	 im	

Screening	identifizierten	Varianten	im	Vergleich	zur	Trypsiligase	einen	verbesser-

ten	Quotienten	von	Aminolyse	zu	Hydrolyse	und	damit	auch	eine	höhere	maxi-

male	Ausbeute	 erreichten.	Dieses	 Resultat	 bestätigt	wiederrum	die	 erfolgreiche	

und	effiziente	Anwendung	des	semi-rationalen	Enzym-Designs.	

Eine	interessante	Frage	in	diesem	Zusammenhang	ist,	welche	Aminosäurepositio-

nen	oder	 -austausch	der	Varianten	wesentlich	 zur	Optimierung	deren	 syntheti-

schen	 Potentials	 beigetragen	 haben.	 Die	 Beantwortung	 dieser	 Frage	 ließe	 auch	

Rückschlüsse	 zu,	 welche	 der	 im	 Bibliotheksdesign	 zur	 Positionsauswahl	 ange-

wandten,	 theoretischen	Ansätze	 (siehe	Kapitel	 ^.H)	 zielführend	waren.	Obwohl	

diese	Frage	anhand	der	hier	vorgestellten	Daten	nicht	abschließend	geklärt	wer-

den	kann,	so	geben	sie	doch	Hinweise.	So	fällt	beispielsweise	auf,	dass	trotz	Rand-

omisierung	und	damit	dem	möglichen	Vorkommen	von	HI	verschiedenen	Amino-

säuren	an	Position	THO	neben	der	nativen	Aminosäure	Serin	nur	Glycin	und	Alanin	

vorgefunden	wurden.	Dieser	Befund	bestätigt	die	in	der	Literatur	aufgeführten	und	

in	Kapitel	 ^.H	 herangezogenen	Aussagen	 und	 Ergebnisse	 zu	 Serin	 THO,	wonach	

diese	Position	stark	konserviert	ist	und	Mutationen	einen	erheblichen	Einfluss	auf	

die	native	Hydrolyseaktivität	von	Trypsin	haben	können.	Insbesondere	die	Muta-

tion	STHOG	scheint	hier	zuträglich	für	die	Syntheseeffizienz	zu	sein,	da	die	besten	

Varianten	HCHH	und	OFJ	beide	diese	Mutation	tragen.	So	könnte	diese	Mutation	

für	die	stark	verringerte	Hydrolyseaktivität	verantwortlich	sein.	Um	diese	Theorie	

und	auch	den	Einfluss	der	anderen	Mutationen	der	Variante	HCHH	zu	analysieren,	

hat	 Frau	 Julia	 Simon	 (AG	 Bordusa,	 MLU	 Halle-Wittenberg	 (Simon,	 TgHJ))	 im	
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Rahmen	ihrer	Masterarbeit	HCHH	Varianten	mit	Rückmutationen	generiert	und	in	

Transamidierungsstudien	untersucht.	Dabei	konnte	sie	zeigen,	dass	die	Variante	

HCHH_GTHOS	eine	um	den	Faktor	_-Tg	erhöhte	Hydrolyseaktivität	im	Vergleich	zur	

Variante	HCHH	aufwies,	womit	die	Position	THO	den	größten	Einfluss	auf	die	Hyd-

rolysegeschwindigkeit	 hatte.	 Anhand	 der	 in	 Tabelle	 HI	 gezeigten	 apparenten	

Wechselzahlen	der	Hydrolyseaktivität	der	Varianten	OCHT,	KGT,	OEH	und	TCHH,	

welche	an	Position	THO	weiterhin	das	native	Serin	tragen,	konnte	jedoch	auch	ge-

zeigt	werden,	dass	die	Hydrolyseaktivität	auch	ohne	die	Mutation	STHOG	gesenkt	

werden	konnte.	Dementsprechend	müssen	hier	auch	die	übrigen	Positionen	einen	

Einfluss	haben.	

Neben	der	Position	THO	zeichnete	sich	auch	für	die	Position	II	ein	Trend	bzw.	ein	

Konsensusmotiv	der	Mutationen	ab.	So	wiesen	alle	acht	Varianten	Aminosäuren	

mit	unpolaren	bzw.	aromatischen	Seitenketten	an	dieser	Position	auf.	Besonders	

herauszustellen	ist	hier	aber,	dass	die	drei	besten	Varianten	HCHH,	OFJ	und	TBI	

jeweils	die	Mutation	LIIF	trugen.	Dieses	Ergebnis	ist	umso	beachtlicher,	wenn	zu-

sätzlich	berücksichtigt	wird,	dass	auch	die	im	Rahmen	der	Promotionsarbeit	von	

Herrn	Dr.	Marcus	Böhme	(AG	Bordusa,	MLU	Halle-Wittenberg	(Böhme,	TgTH))	

generierte	Variante	TGHg	genau	diese	Mutation	LIIF	besaß.	Herr	Dr.	Böhme	wen-

dete	dabei	ein	Bibliotheksdesign	mit	grundlegend	anderen	Randomisierungsposi-

tionen	(HOg,	A^^,	KIi,	LII,	SHIg,	QHIT)	als	den	in	dieser	Arbeit	vorgestellten	an.	

Nur	Position	II	wurde	in	beiden	Bibliotheken	verwendet.	Als	das	Enzym	mit	dem	

höchsten	synthetischen	Potential	resultierte	schließlich	die	Variante	TGHg	aus	den	

Arbeiten	von	Herrn	Dr.	Böhme.	Neben	dieser	wiesen	noch	drei	weitere	im	Scree-

ning	 identifizierte	Varianten	 die	Mutation	 LIIF	 auf.	Dementsprechend	 ist	 hier	

eine	deutliche	Tendenz	zu	 erkennen,	welche	ebenfalls	 für	die	 Syntheseeffizienz	

zuträglich	zu	sein	scheint.	Die	Bedeutung	der	Mutation	LIIF	für	die	Syntheseeffi-

zienz	der	Variante	HCHH	wurde	ebenfalls	von	Frau	Simon	im	Zuge	ihrer	Masterar-

beit	untersucht.	Nach	der	Mutation	STHOG	(Faktor	J	-	KJ)	hatte	die	Mutation	LIIF	

den	zweitgrößten	Einfluss	auf	den	Quotienten	von	Aminolyse	zu	Hydrolyse	(Fak-

tor	T	-	O).	Im	Rahmen	der	Masterarbeit	von	Frau	Caroline	Schmidt	(AG	Bordusa,	

MLU	Halle-Wittenberg	(Schmidt,	TgHJ))	wurde	auch	der	Einfluss	dieser	Mutation	

auf	die	Syntheseeffizienz	der	Variante	TGHg	untersucht.	Die	Rückmutation	FIIL	
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führte	dabei	zu	einer	Verringerung	des	Quotienten	von	Aminolyse	zu	Hydrolyse	

um	den	Faktor	K.	Damit	scheint	ein	Phenylalanin	in	Position	II	für	das	syntheti-

sche	Potential	beider	Varianten	HCHH	und	TGHg	gleichermaßen	vorteilhaft	zu	sein.	

Die	restlichen	Positionen	betreffend	konnte	anhand	der	Daten	aus	der	primären	

Charakterisierung	kein	klarer	Trend	 interpretiert	werden.	Lediglich	 für	Position	

TTH	konnte,	wie	auch	schon	für	Position	II,	eine	Tendenz	zu	unpolaren	Amino-

säureseitenketten	verzeichnet	werden.	Anhand	der	Rückmutationen	der	Positio-

nen	I_	und	THI	konnte	Frau	Simon	einen	vergleichsweise	geringen	Einfluss	auf	

die	Syntheseeffizienz	nachweisen	(Faktor	H,^	-	T),	während	der	Effekt	durch	die	

Rückmutation	der	Position	TTH	nahezu	irrelevant	war	(Faktor	<H,K).	Da	die	Vari-

ante	 HCHH,	 wie	 auch	 Trypsiligase,	 an	 Position	 I^	 eine	 Asparaginsäure	 aufwies,	

wurde	der	Einfluss	dieser	Position	in	Folgeexperimenten	nicht	näher	untersucht.	

Die	Rückmutation	dieser	Position	in	Variante	OFJ	hätte	hier	aber	zusätzliche	In-

formationen	 liefern	können,	wenngleich	angesichts	der	hohen	Syntheseeffizienz	

von	Variante	HCHH	der	Einfluss	von	Position	I^	wahrscheinlich	gering	ausfällt.		

5.4 Präferierte Erkennungssequenz der optimierten Varianten 1C11 und 4F8 

Da	die	Trypsiligase-Varianten	HCHH	und	OFJ	anhand	der	primären	Charakterisie-

rung	als	die	effizientesten	Biokatalysatoren	für	die	Transamidierungsreaktion	be-

stätigt	werden	konnten,	sollte	anschließend	überprüft	werden,	inwieweit	die	ein-

geführten	Mutationen	die	Akzeptanz	verschiedener	Erkennungssequenzen	beein-

flusst	haben	bzw.	ob	Peptide	mit	der	Sequenz	YRH	weiterhin	das	optimale	Substrat	

darstellen.	Zu	diesem	Zweck	wurden,	wie	in	Kapitel	K._.T	detailliert	beschrieben,	

Hydrolysestudien	 unter	 Verwendung	 einer	 Peptid-Bibliothek	 mit	 Variation	 der	

Aminosäuren	in	PH-,	PH‘-	und	PT‘-	Position	durchgeführt.	Die	hierbei	bestimmten	

apparenten	Wechselzahlen	der	Hydrolyseaktivität	der	Varianten	HCHH	und	OFJ	für	

die	verschiedenen	Substrat-Peptide	sind	in	Abbildung	HHA	dargestellt	(siehe	Kapi-

tel	O.^).	Beide	Varianten	zeigten	hier	ein	sehr	ähnliches	Aktivitätsprofil,	wobei	vor	

allem	eine	Präferenz	für	aromatische	und	aliphatische	Aminosäuren	in	PH-Position	

festgestellt	werden	konnte.	Ein	Leucin,	Tryptophan	oder	Phenylalanin	anstelle	von	

Tyrosin	 in	PH-Position	 führte	sogar	zu	einer	gesteigerten	Hydrolyseaktivität	um	

den	 Faktor	 K,K	-	O,_.	 Dahingegen	 konnte	 keine	 Hydrolyseaktivität	 verzeichnet	
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werden,	wenn	ein	Arginin	in	PH-Position	vorlag,	was	der	nativen	Enzymspezifität	

von	Trypsin	entsprechen	würde	(Huber	et	al.,	HIiO).	Eine	derartige	Veränderung	

der	PH-Enzymspezifität	von	Trypsin	 ist	 in	der	Literatur	bereits	beschrieben	und	

mit	einer	Mutation	von	Aspartat	HJI	assoziiert,	wodurch	eine	dem	Chymotrypsin	

ähnliche	Spezifität	induziert	wird	(Graf	et	al.,	HIJi;	Perona	et	al.,	HII^).	Aufgrund	

dessen	zeigt	auch	die	Trypsiligase,	welche	die	Mutation	DHJIK	trägt,	eine	Präfe-

renz	für	Tyrosin	in	PH-Position	(Liebscher,	TggJ),	wobei	diese	Präferenz	durch	die	

zusätzlichen	Mutationen	der	Varianten	HCHH	und	OFJ	scheinbar	zu	den	Amino-

säuren	 Leucin,	 Tryptophan	 und	 Phenylalanin	 verschoben	wurde.	 Zudem	 führte	

auch	der	Austausch	von	Arginin	in	PH‘-Position	durch	Lysin	zu	einer	Steigerung	

der	Hydrolyseaktivität.	

Die	Auswertung	der	Hydrolysestudien	gestaltete	sich	jedoch	insgesamt	schwierig,	

da	trotz	Messung	der	initialen	Produktbildung	(Umsatz	<^	%),	keine	linearen	Kur-

venverläufe	vorlagen,	wodurch	die	lineare	Regression	zur	Bestimmung	der	appa-

renten	Wechselzahlen	mit	relativ	hohen	Fehlern	verbunden	war	(siehe	Abbildung	

HHB;	RT(YRH)	=	g,I_iII;	RT(LRH)	=	g,IHJKO).	Zwei	mögliche	Ursachen	für	die	be-

obachtete	Abnahme	der	Reaktionsgeschwindigkeit	 im	Laufe	der	Reaktion	waren	

hier	denkbar.	Zum	einen	wäre	es	möglich,	dass	die	verwendete	Substratkonzent-

ration	von	H	mM	nah	am	KM-Wert	lag,	wodurch	die	Reduzierung	der	Substratkon-

zentration	durch	den	enzymatischen	Umsatz	auch	die	Reaktionsgeschwindigkeit	

relativ	stark	senken	würde.	Anhand	der	Progresskurve	 für	den	Umsatz	des	Sub-

stratpeptides	Bz-AAYRHAAG-OH	(Abbildung	HHB;	Violett),	ist	jedoch	festzustel-

len,	dass	im	beobachteten	Reaktionszeitraum	von	OJg	s	lediglich	ca.	H^	µM	Hyd-

rolyseprodukt	generiert	wurden,	wonach	die	Substratkonzentration	von	H	mM	auf	

IJ^	µM	gesenkt	wurde.	 Für	die	Kombination	von	Variante	HCHH	mit	dem	Sub-

stratpeptid	 Bz-AAYRHAAG-OH	 wurde,	 wie	 Kapitel	 O._.H	 entnommen	 werden	

kann,	ein	KM-Wert	von	JO,H	µM	bestimmt	(siehe	Tabelle	TT).	Dementsprechend	

lag	die	Substratkonzentration	mit	IJ^	µM	nach	OJg	s	Reaktionszeit	immer	noch	

mehr	 als	 Faktor	 Hg	 über	 dem	KM-Wert,	wodurch	 diese	Ursache	 ausgeschlossen	

werden	konnte.	

Die	zweite	mögliche	Ursache	beruhte	darauf,	dass	im	Zuge	der	Hydrolyse	der	Sub-

stratpeptide	peptidische	Nukleophile	generiert	werden,	welche	in	Konkurrenz	mit	
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Wassermolekülen	 in	der	Deacylierungsreaktion	treten.	Wird	z.B.	das	Peptid	Bz-

AAYRHAAG-OH	 hydrolysiert,	 entstehen	 die	 Produkte	 Bz-AAY-OH	 und	 H-

RHAAG-OH.	Das	Produkt	H-RHAAG-OH	verfügt	über	einen	freien	N-Terminus,	

wodurch	es	in	Folgereaktionen	als	Nukleophilpeptid	agieren	kann.	Das	würde	zur	

Deacylierung	 eines	 Acyl-Enzym-Intermediats	 durch	 Aminolyse	 führen,	 womit	

diese	Reaktion	in	Konkurrenz	zur	Deacylierung	mit	Wasser	und	damit	der	Hydro-

lyse	tritt.	Desto	weiter	der	Reaktionsverlauf	also	voranschreitet,	desto	mehr	Hyd-

rolyseprodukt	entsteht,	wodurch	auch	die	Konzentration	des	Nukleophilpeptides	

steigt.	Umso	wahrscheinlicher	wird	 folgerichtig	die	Aminolyse	des	Acyl-Enzym-

Intermediates	 durch	 das	 Nukleophil	 H-RHAAG-OH,	 was	 zur	 Rückbildung	 des	

Eduktes	 Bz-AAYRHAAG-OH	 führt.	 Dadurch	 sinkt	 die	 anteilige	 Hydrolyserate,	

wodurch	die	Hydrolysegeschwindigkeit	im	Reaktionsverlauf	sinkt.	Angesichts	des-

sen,	dass	für	das	Nukleophil	H-RHAK-OH	mit	dem	Substrat	Bz-AALRHAAG-OH	

und	der	Variante	HCHH	ein	KM-Wert	von	^H,g	µM	bestimmt	wurde	(siehe	Kapitel	

O._.H;	Tabelle	TK)	und	in	der	Hydrolyse	dieses	Substratpeptides	nach	OJg	s	Reak-

tionszeit	bereits	ca.	Kg	µM	Hydrolyseprodukt	und	damit	auch	Nukleophilpeptid	

vorlagen	(Abbildung	HHB;	Türkis),	sollte	hier	bereits	eine	ausgeprägte	Aminolyse-

aktivität	vorhanden	gewesen	sein.	Damit	gilt	diese	Ursache	als	wahrscheinlich.	Da	

dieser	Zusammenhang	jedoch	nicht	näher	analysiert	wurde,	kann	hier	keine	finale	

Aussage	getroffen	werden.	

Um	aussagekräftigere	Daten	hinsichtlich	der	präferierten	Erkennungssequenz	zu	

erhalten,	 auch	 unter	 dem	 Standpunkt,	 dass	 eine	 Analyse	 anhand	 der	

Transamidierungsreaktion	eine	Beurteilung	in	Bezug	auf	die	Syntheseeffizienz	und	

damit	 der	 praktischen	 Anwendung	 der	 Enzyme	 zulässt,	 wurden	 zusätzliche	

Transamidierungsstudien	durchgeführt.	Diese	Studien	wurden	wiederrum	unter	

Verwendung	der	Varianten	HCHH	und	OFJ	realisiert,	wobei	als	Substratpeptide	die-

jenigen	zum	Einsatz	kamen,	 für	welche	HCHH	und	OFJ	 in	den	vorangegangenen	

Hydrolysestudien	 die	 höchsten	 Aktivitäten	 zeigten.	 Dementsprechend	 wurden	

hier	die	Erkennungssequenzen	YKH,	LRH,	WRH	und	FRH	im	Vergleich	zu	YRH	

näher	untersucht.	Die	Ergebnisse	sind	in	Tabelle	Tg	und	Tabelle	TH	(siehe	Kapitel	

O.^)	zusammengefasst,	wobei	hier	wie	bereits	im	Zuge	der	primären	Charakterisie-

rung	 neben	 der	 maximalen	 Ausbeute	 die	 apparenten	 Wechselzahlen	 der	
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Aminolyse	und	Hydrolyse	sowie	deren	Quotient	bestimmt	wurden.	Dabei	kristal-

lisierte	sich	die	Erkennungssequenz	LRH	deutlich	als	jene	heraus,	für	welche	die	

beiden	Trypsiligase-Varianten	HCHH	und	OFJ	die	höchste	Präferenz	zeigten.	Um	

einen	 Faktor	 von	 Tg-Kg	 gesteigerte	 Aminolyseaktivitäten	 resultierten	 in	 einem	

stark	gestiegenen	Quotienten	von	Aminolyse	zu	Hydrolyse	und	demzufolge	auch	

in	maximalen	Ausbeuten	von	_^,O-_^,_	%,	welche	damit	nah	an	der	thermodyna-

misch	maximalen	Ausbeute	von	__,_	%	unter	den	angewendeten	Reaktionsbedin-

gungen	lagen.	

Die	im	Zuge	der	Promotionsarbeit	von	Frau	Dr.	Sabrina	Gissel	(AG	Bordusa,	MLU	

Halle-Wittenberg	 (Gissel,	 TgHi))	 identifizierte	 Trypsiligase-Variante	 O	 (R_TS,	

Q_OH,	SHIgG,	QHITM)	zeigte	ebenfalls	eine	Präferenz	für	die	Erkennungssequenz	

LRH,	obwohl	hier	vollkommen	andere	Positionen	randomisiert	wurden.	Insbeson-

dere	die	Positionen	HIg	und	HIT	 flankieren	dabei	die	 SH-Bindetasche,	wodurch	

Mutationen	in	diesen	Positionen	die	Spezifität	für	die	PH-Aminosäure	beeinflusst	

haben	könnten	(Hedstrom,	TggT).	Frau	Dr.	Gissel	wies	in	diesem	Kontext	auf	die	

gestiegene	 Hydrophobizität	 in	 der	 SH-Bindetasche	 aufgrund	 der	 Mutationen	

SHIgG	und	QHITM	hin,	was	die	Ursache	sein	könnte,	dass	die	Spezifität	von	Tyro-

sin	 zum	 hydrophoberen	 Leucin	 verschoben	wurde.	 Bei	 den	 hier	 beschriebenen	

Trypsiligase-Varianten	HCHH	und	OFJ	flankiert	die	Mutation	STHOG	die	SH-Binde-

tasche	auf	der	gegenüber	liegenden	Seite	von	HIg	und	HIT,	wodurch	diese	Muta-

tion	einen	ähnlichen	Effekt	induziert	haben	könnte.	Zudem	ist	für	Mutationen	an	

Position	THO	beschrieben,	dass	diese	insbesondere	auf	die	Konformation	von	Tryp-

tophan	TH^	Auswirkungen	haben	können	 (McGrath	 et	 al.,	HIIT).	Da	bei	 vielen	

Serinproteasen	das	Peptidrückgrat	der	Positionen	THO-TH_	mit	dem	Peptidrück-

grat	 der	 Positionen	 PH-PK	 der	 Substratpeptide	 durch	 mehrere	 Wasserstoffbrü-

ckenbindungen	 interagiert	 und	 ein	 antiparalleles	 b-Faltblatt	 bildet	 (Hedstrom,	

TggT),	liegt	die	Vermutung	nahe,	das	Mutationen	in	diesem	Bereich	die	Spezifität	

verändern	können.	Eine	Kokristallisation	oder	Soaking-Experimente	mit	den	Vari-

anten	HCHH	und	OFJ	unter	Verwendung	geeigneter	Substratpeptide,	Substrat-Ana-

loga	oder	Übergangszustand-Analoga	in	Verbindung	mit	einer	Röntgenkristallo-

graphie	könnte	hier	Strukturdaten	liefern,	welche	Aufschluss	über	veränderte	In-

teraktionen	mit	dem	Substratpeptid	durch	die	eingeführten	Mutationen	geben.	
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5.5 Detaillierte enzymkinetische Charakterisierung der Variante 1C11 

Bis	zu	diesem	Bearbeitungsstand	und	der	beginnenden	detaillierten	Charakterisie-

rung	konnte	kein	nennenswerter	Unterschied	zwischen	den	Trypsiligase-Varian-

ten	HCHH	und	OFJ	festgestellt	werden.	Deswegen	wurde	die	detaillierte,	enzymki-

netische	Charakterisierung	nur	für	Variante	HCHH	durchgeführt.	Da	auf	Basis	der	

generierten	Daten	keine	qualitative	Diskriminierung	zwischen	beiden	Varianten	

möglich	war,	wurde	diese	Auswahl	willkürlich	getroffen.	Die	Bestimmung	der	Pa-

rameter	KM	 und	 kcat	 sowie	 die	 Studien	 zur	 Syntheseeffizienz,	 zum	 Einfluss	 der	

Zinkionen-Konzentration	und	zum	Einfluss	des	pH-Wertes	sollten	dazu	dienen,	

die	Enzymspezifität	der	Variante	HCHH	zu	bestätigen,	zusätzliche	Informationen	

zur	Ursache	der	verbesserten	Syntheseeffizienz	zu	erhalten	und	prozessrelevante	

Daten	für	eine	potentielle,	praktische	Anwendung	zu	liefern.	

Zunächst	sollten	die	enzymkinetischen	Parameter	KM	und	kcat	für	die	HCHH-kata-

lysierte	Transamidierungsreaktion	unter	Verwendung	der	Erkennungssequenzen	

YRH	und	LRH	bestimmt	werden.	Bis	dato	wurden	 solche	Analysen	zur	Bestim-

mung	dieser	Parameter	und	der	Spezifität	von	Trypsiligase	und	Varianten	derer	in	

der	Arbeitsgruppe	um	Prof.	Dr.	Frank	Bordusa	(MLU	Halle-Wittenberg)	anhand	

von	Hydrolysestudien	mit	ausgewählten	Substrat-Peptiden	durchgeführt	(Böhme,	

TgTH;	Liebscher,	Schöpfel,	et	al.,	TgHO).	Wie	bereits	in	Kapitel	O.^	erwähnt	und	in	

Kapitel	^.O	ausführlich	diskutiert,	war	für	Variante	HCHH	eine	Analyse	anhand	der	

Hydrolyseaktivität	jedoch	nicht	durchführbar,	da	hier	die	konkurrierende	Amino-

lyseaktivität	eine	reine	Betrachtung	der	Hydrolyse	unmöglich	machte.	Aus	diesem	

Grund	 wurden	 die	 Parameter	 KM	 und	 kcat	 im	 Rahmen	 dieser	 Arbeit	 für	 die	

Transamidierungsreaktion	bestimmt.	Um	außerdem	einen	Vergleich	zur	Trypsi-

ligase	als	Ausgangsvariante	ziehen	zu	können,	wurden	diese	Parameter	auch	für	

die	Trypsiligase-katalysierte	Transamidierungsreaktion	bestimmt.	Die	Durchfüh-

rung	ist	in	Kapitel	K._.K	detailliert	beschrieben,	während	die	Ergebnisse	in	Kapitel	

O._.H	zusammengefasst	sind.	Aus	den	ermittelten	Werten	für	KM	und	kcat	wurde	

hier	außerdem	als	Maß	für	die	katalytische	Effizienz	der	Quotient	kcat/KM	berech-

net	(siehe	Tabelle	TT).	Während	für	die	Trypsiligase	mit	dem	Substrat-Peptid	Bz-

AAYRHAAG-OH	 ein	kcat/KM-Wert	 von	 HO^,J	M-H	s-H	 bestimmt	wurde,	 ist	 dieser	

Wert	für	Variante	HCHH	mit	dem	gleichen	Substrat	um	ca.	Faktor	T	(TJ^,O	M-H	s-H)	
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erhöht,	was	die	gesteigerte	katalytische	Effizienz	in	der	Transamidierung	bestätigt.	

Durch	 Verwendung	 des	 Substrat-Peptides	 Bz-AALRHAAG-OH	 in	 Kombination	

mit	Variante	HCHH	wird	dieser	Quotient	zusätzlich	um	einen	Faktor	von	ca.	K	auf	

JiO,g	M-H	s-H	erhöht,	was	wiederrum	die	hohe	Enzymspezifität	für	die	Erkennungs-

sequenz	LRH	bestätigt.		

Die	generierten	Daten	für	die	Parameter	KM	und	kcat	lieferten	hier	auch	einen	Hin-

weis	auf	den	geschwindigkeitsbestimmenden	Schritt	der	Transamidierungsreak-

tion.	Für	Serinproteasen	ist	ein	dreistufiger,	kinetischer	Mechanismus,	bestehend	

aus	der	Bildung	des	Enzym-Substrat-Komplexes,	der	Acylierung	und	der	Deacylie-

rung,	weitläufig	akzeptiert	 (Appel,	HIJ_).	Wenn	hier	die	Deacylierung	schneller	

abläuft	als	die	Acylierung	und	die	Acylierung	somit	der	geschwindigkeitsbestim-

mende	Schritt	ist,	dann	korreliert	eine	Zunahme	der	Acylierungsgeschwindigkeit	

mit	einer	erhöhten	Michaelis-Menten-Konstante	(KM)	(Hedstrom,	TggT).	Anhand	

der	in	Tabelle	TT	dargestellten	Daten	kann	eine	solche	Korrelation	zwischen	den	

KM-Werten	und	den	ermittelten	Wechselzahlen	(kcat)	beobachtet	werden.	Das	lässt	

die	Schlussfolgerung	zu,	dass	die	in	Korrelation	zu	KM	gesteigerten	kcat-Werte	auf	

eine	erhöhte	Acylierungsgeschwindigkeit	zurück	gehen,	was	die	Acylierung	als	ge-

schwindigkeitsbestimmenden	Schritt	der	Transamidierung	bzw.	Aminolyse	bestä-

tigen	würde.	In	der	Literatur	ist	die	Acylierung	ebenfalls	häufig	als	geschwindig-

keitsbestimmender	Schritt	bei	der	Hydrolyse	von	Amid-Substraten	durch	Serin-

proteasen	beschrieben,	während	bei	den	meisten	Ester-Substraten	die	Deacylie-

rung	als	limitierender	Schritt	gilt	(Zerner	&	Bender,	HI_O).	Diese	Kausalität	konnte	

auch	für	Trypsin	gezeigt	werden	(Aguirre	et	al.,	TgH^).	Im	Falle	von	Trypsiligase	

und	den	Trypsiligase-Varianten	müssen	die	Aminolyse	und	Hydrolyse	bei	solchen	

Betrachtungen	jedoch	stets	getrennt	voneinander	beurteilt	werden.	Während	die	

Acylierung	bei	beiden	Reaktionswegen	identisch	ist,	unterscheidet	sich	die	Deacy-

lierung	durch	Wasser	oder	ein	peptidisches	Nukleophil	grundlegend.	Vergleicht	

man	die	apparenten	Wechselzahlen	der	Aminolyse	bzw.	Hydrolyse	von	Trypsilig-

ase	und	Variante	HCHH	(siehe	Tabelle	HI),	 so	wird	ersichtlich,	dass	 im	Zuge	des	

Enzym-Engineerings	zwar	die	Aktivität	der	Variante	HCHH	insgesamt	gesunken	ist,	

aber	die	Hydrolyseaktivität	um	drei	Größenordnungen	niedriger	ist,	während	die	

Aminolyseaktivität	 lediglich	um	den	Faktor	K	 reduziert	wurde.	Die	Ursache	 für	
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diese	drastische	Reduzierung	der	Hydrolyseaktivität	könnte	auch	eine	stark	ver-

langsamte	Deacylierung	in	der	Hydrolyse	sein.	Dabei	könnte	die	Deacylierungsge-

schwindigkeit	der	Hydrolyse	 so	weit	 gesenkt	sein,	dass	 sie	 ähnlich	 schnell	 oder	

sogar	 langsamer	 als	 die	 Acylierungsgeschwindigkeit	 wird,	 wodurch	 hier	 nicht	

mehr	die	Acylierung	der	geschwindigkeitsbestimmende	Schritt	wäre.	Dieser	Zu-

sammenhang	würde	wiederrum	erklären,	warum	die	Verwendung	von	LRH	als	Er-

kennungssequenz	 im	Vergleich	 zu	YRH	 in	der	HCHH-katalysierten	Transamidie-

rung	zu	einer	um	den	Faktor	Tg	gesteigerten	Aminolyseaktivität	führte,	während	

die	Hydrolyseaktivität	nur	um	den	Faktor	O	erhöht	wurde	(siehe	Tabelle	Tg),	ob-

wohl	die	Acylierung	 für	Aminolyse	und	Hydrolyse	 identisch	 ist.	So	könnten	be-

günstigende	 Interaktionen	von	Variante	HCHH	mit	der	LRH	Erkennungssequenz	

den	für	Serinproteasen	beschriebenen	tetrahedralen	Übergangszustand	stabilisie-

ren	 (Hedstrom,	 TggT),	 was	 die	 Aktivierungsenergie	 der	 Acylierung	 senkt	 und	

dadurch	die	Acylierungsgeschwindigkeit	erhöht.	Davon	würde	die	Aminolyse	stär-

ker	profitieren,	da	hier	die	Acylierung	der	geschwindigkeitsbestimmende	Schritt	

ist,	während	dieser	Effekt	in	der	Hydrolyse	aufgrund	der	niedrigen	und	damit	li-

mitierenden	Deacylierungsgeschwindigkeit	 nur	 gering	 ausgeprägt	 ist.	 Zu	 diesen	

Ausführungen	sei	 jedoch	erwähnt,	dass	die	 in	dieser	Arbeit	präsentierten	Daten	

lediglich	Hinweise	auf	die	geschilderten,	theoretischen	Sachverhalte	liefern.	Um	

diese	 Theorien	 zu	 bestätigen,	 wäre	 eine	 Bestimmung	 der	 Geschwindigkeits-

konstanten	 von	 Acylierung	 und	Deacylierung	 als	 Teilreaktionen	 der	 Aminolyse	

und	Hydrolyse	notwendig.	Anhand	von	Techniken	wie	der	isothermen	Titrations-

kalorimetrie	(Aguirre	et	al.,	TgH^)	oder	Rapid	Quench-Flow	(Barman	et	al.,	Tgg_)	

in	Verbindung	mit	einer	geeigneten	Methode	zur	Konzentrationsbestimmung	der	

Reaktionsintermediate	(z.B.	LC/MS)	wären	solche	Analysen	möglich.	

Zu	der	Charakterisierung	von	Trypsiligase-Variante	HCHH	gehörte	auch	die	Erstel-

lung	eines	Syntheseprofils.	Dieses	wurde	mittels	Transamidierungsstudien	(siehe	

K._.H),	wie	auch	in	Kapitel	O._.T	beschrieben,	generiert.	Die	Syntheseprofile	wur-

den	 in	der	Arbeitsgruppe	um	Prof.	Dr.	 Frank	Bordusa	 (MLU	Halle-Wittenberg)	

etabliert,	um	aussagekräftige	graphische	Darstellungen	generieren	zu	können,	an-

hand	derer	die	Syntheseeffizienz	von	Trypsiligase	bzw.	der	Trypsiligase-Varianten	

in	Abhängigkeit	von	der	Substrat-	und	Nukleophilkonzentration	beurteilt	werden	
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kann.	In	Abbildung	HK	sind	die	Syntheseprofile	von	Variante	HCHH	in	Kombination	

mit	 den	 Substrat-Peptiden	 Bz-AAYRHAAG-OH	 (Blau)	 und	 Bz-AALRHAAG-OH	

(Grün)	dargestellt.	Zum	Vergleich	ist	in	Abbildung	HK	auch	das	Syntheseprofil	der	

Trypsiligase	als	Ausgangsvariante	für	das	Substrat-Peptid	Bz-AAYRHAAG-OH	ent-

halten.	Die	rot	gestrichelte	Linie	markiert	die	thermodynamisch	maximal	erreich-

bare	Ausbeute	in	Abhängigkeit	vom	eingesetzten	Überschuss	an	Nukleophil.	Die-

ses	Maximum	ergibt	sich	daraus,	dass	sowohl	das	Edukt	als	auch	das	Produkt	der	

Transamidierung	die	Erkennungssequenzen	YRH	bzw.	LRH	enthalten	und	die	Ab-

gangsgruppe,	welche	in	der	Acylierung	abgespalten	wird,	in	Folgereaktionen	wie-

der	als	peptidisches	Nukleophil	agieren	kann.	Dadurch	 findet	nicht	nur	der	en-

zymatische	Umsatz	des	Eduktes	zum	Produkt	der	Aminolyse	oder	auch	Hydrolyse	

statt.	Auch	das	Transamidierungsprodukt	kann	als	Substrat	in	der	Acylierung	fun-

gieren.	Wenn	das	dabei	entstehende	Acyl-Enzym-Intermediat	in	der	Deacylierung	

mit	der	Abgangsgruppe	des	Substrat-Peptides	reagiert,	kommt	es	zur	Rückbildung	

des	Eduktes.	Da	sich	die	Aminosäuren	im	PH‘-PK‘-Bereich	zwischen	der	Abgangs-

gruppe	und	dem	hinzugefügten	Nukleophil	nicht	unterscheiden	(RHA),	kann	das	

Enzym	hier	nicht	zwischen	diesen	diskriminieren.	Dementsprechend	ist	die	maxi-

mal	 erreichbare	Ausbeute,	wenn	 keine	Hydrolyse	 stattfinden	würde,	 durch	 den	

Überschuss	an	Nukleophil-Peptid	in	Relation	zum	Substrat-Peptid	(und	damit	der	

Abgangsgruppe)	begrenzt.		

Aus	den	Syntheseprofilen	wird	die	gesteigerte	Syntheseeffizienz	der	Variante	HCHH	

deutlich	ersichtlich.	So	erreichte	sie	unter	allen	angewendeten	Bedingungen	mit	

beiden	Substrat-Peptiden	höhere	maximale	Ausbeuten	als	Trypsiligase.	Insbeson-

dere	für	geringe	Substratkonzentrationen	(H^	µM)	konnte	die	Ausbeute	deutlich	

gesteigert	werden.	Auch	der	Unterschied	in	der	Syntheseeffizienz	bei	Verwendung	

der	Erkennungssequenz	YRH	oder	LRH	mit	Variante	HCHH	kann	anhand	der	Syn-

theseprofile	herausgestellt	werden.	So	sind	die	mit	dem	Substrat-Peptid	Bz-AAL-

RHAAG-OH	 (Grün)	 erhaltenen	Ausbeuten	 im	Vergleich	 zu	Bz-AAYRHAAG-OH	

(Blau)	nochmals	erhöht	und	liegen	bereits	sehr	nahe	am	theoretisch	erreichbaren	

Maximum.	Zudem	konnte	hier	die	Differenz	in	der	maximalen	Ausbeute	zwischen	

niedriger	 und	 hoher	 Substratkonzentration	 (H^	µM/T^g	µM)	 weiter	 minimiert	

werden,	was	insbesondere	im	Kontext	der	praktischen	Anwendung	dieser	Enzyme	
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von	hoher	Relevanz	ist.	Schließlich	ist	die	Löslichkeit	von	Antikörper-Wirkstoff-

Konjugaten	 in	 wässrigen	Medien	 durch	 die	 hohe	 Hydrophobizität	 der	 meisten	

Wirkstoffmoleküle	 begrenzt,	 was	 dementsprechend	 auch	 die	 anwendbare	 Kon-

zentration	 in	den	Syntheseansätzen	 limitiert,	wenn	keine	organischen	Lösungs-

mittel	eingesetzt	werden	sollen	(Duerr	&	Friess,	TgHI).	Aus	diesem	Grund	ist	eine	

hohe	Syntheseeffizienz	bei	niedriger	Substratkonzentration	ein	erheblicher	Vorteil	

im	praxisorientierten	Kontext.	

Aus	den	Syntheseprofilen	(Abbildung	HK)	lassen	sich	zudem	zwei	grundsätzliche	

Tendenzen	 für	 die	 Transamidierungsreaktion	 ablesen.	 Zum	 einen	 korreliert	 die	

Ausbeute	mit	dem	eingesetzten	Überschuss	an	Nukleophil,	was,	wie	bereits	detail-

liert	geschildert,	auf	das	Verhältnis	von	Abgangsgruppe	zu	hinzugefügtem	Nukle-

ophil-Peptid	zurückgeht.	Zum	anderen	geht	eine	geringere	Substratkonzentration	

mit	einer	sinkenden	maximalen	Ausbeute	einher.	Der	Grund	hierfür	könnte	wie-

derrum	in	den	unterschiedlichen	Geschwindigkeiten	von	Acylierung	und	Deacy-

lierung	zwischen	Aminolyse	und	Hydrolyse	 liegen.	Sinkt	die	Substratkonzentra-

tion	in	Relation	zum	jeweiligen	KM-Wert,	so	sinkt	auch	die	Acylierungsgeschwin-

digkeit.	Dadurch	sinkt	die	Aminolyseaktivität,	da	die	Acylierung	hier	der	limitie-

rende	Faktor	ist.	Die	Hydrolyseaktivität	ist	davon	jedoch	in	geringerem	Ausmaß	

betroffen,	da	hier	die	Deacylierung	geschwindigkeitsbestimmend	ist,	wie	in	diesem	

Kapitel	bereits	diskutiert	wurde.	Dieser	Umstand	führt	zu	einer	Verringerung	des	

Verhältnisses	von	Aminolyse	zu	Hydrolyse,	was	letztlich	in	einer	verringerten	Aus-

beute	an	Aminolyseprodukt	resultiert.	Dabei	gilt	jedoch,	desto	höher	die	Synthe-

seeffizienz	einer	Variante	ist	und	somit	das	Verhältnis	von	Aminolyse	zu	Hydro-

lyse,	umso	kleiner	fällt	die	Differenz	in	der	Ausbeute	zwischen	hoher	und	niedriger	

Substratkonzentration	 aus,	 da	 die	 Verringerung	 des	 Verhältnisses	 umso	 besser	

kompensiert	werden	kann,	desto	höher	der	Startwert	bei	hoher	Substratkonzent-

ration	ist.	So	liegt	bei	Variante	HCHH	mit	der	Erkennungssequenz	LRH	und	einer	

hohen	Substratkonzentration	(T^g	µM)	ein	Verhältnis	von	Aminolyse	zu	Hydro-

lyse	von	K^T,K	(siehe	Tabelle	Tg)	vor,	während	dieser	Wert	bei	HCHH	mit	YRH	_H,i	

und	bei	Trypsiligase	mit	YRH	K,T	erreicht	(siehe	Tabelle	HI).	Diese	Tendenz	spie-

gelt	sich	auch	in	den	jeweiligen	Syntheseprofilen	und	den	Differenzen	zwischen	

den	erreichten	Ausbeuten	bei	hoher	und	niedriger	Substratkonzentration	wider.	
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Ergänzend	zur	enzymkinetischen	Charakterisierung	sollte	auch	die	Abhängigkeit	

der	mittels	HCHH	katalysierten	Transamidierung	von	der	Zinkionen-Konzentration	

und	dem	pH-Wert	untersucht	werden.	Hierzu	wurden	Transamidierungsstudien,	

wie	unter	K._.O	und	K._.^	beschrieben,	durchgeführt.	Da	auch	anhand	der	Synthe-

seprofile	 (siehe	Abbildung	HK)	die	hohe	Effizienz	unter	Verwendung	der	Erken-

nungssequenz	LRH	bestätigt	werden	konnte,	wurde	das	Substrat-Peptid	Bz-AAL-

RHAAG-OH	für	diese	Untersuchungen	eingesetzt.	Dabei	wurde	das	Substrat-Pep-

tid	in	einer	Konzentration	von	_gg	µM	verwendet,	was	entsprechend	nahe	am	er-

mittelten	KM-Wert	für	dieses	Substrat	von	_KI,_	µM	(siehe	auch	Tabelle	TT)	lag	

und	so	die	Sensitivität	der	Messungen	erhöhen	sollte.	Das	Nukleophil-Peptid	H-

RHAK-OH	wurde	jeweils	in	einer	Konzentration	von	HTgg	µM	eingesetzt,	was	also	

einem	zweifachen	Überschuss	entsprach.		

Die	Ergebnisse	zur	Abhängigkeit	von	der	Zinkionen-Konzentration	sind	in	Kapitel	

O._.K	zusammengefasst,	wobei	in	Abbildung	HO	die	apparenten	Wechselzahlen	der	

Aminolyseaktivität	 gegen	 die	 eingesetzte	 Zinkionen-Konzentration	 aufgetragen	

sind.	Anhand	dieser	Daten	konnte	eine	deutliche	Abhängigkeit	der	Aminolyseak-

tivität	von	der	Konzentration	an	Zink-Ionen	nachgewiesen	werden.	So	war	die	ini-

tiale	Aminolysegeschwindigkeit	ohne	hinzugefügtes	Zinkchlorid	um	einen	Faktor	

von	ca.	Ti	kleiner,	in	Bezug	auf	den	Reaktionsansatz	dem	Hgg	µM	Zinkchlorid	zu-

gesetzt	 wurden.	 Eine	 Abhängigkeit	 ähnlichen	 Ausmaßes	 konnte	 auch	 für	 die	

Trypsiligase-Variante	TGHg	beobachtet	werden,	wobei	hier	ein	Faktor	von	ca.	^g	

zwischen	g	µM	und	Hgg	µM	Zinkchlorid	lag.	Für	Variante	TGHg	wurde	zusätzlich	

auch	 der	 Einfluss	 der	 Zinkionen-Konzentration	 auf	 die	 Hydrolyseaktivität	 be-

stimmt,	 welcher	mit	 einem	 Faktor	 von	 ca.	 T	 deutlich	 geringer	 ausfiel	 (Böhme,	

TgTH).	Die	Hydrolyseaktivität	in	Abhängigkeit	von	der	Zinkionen-Konzentration	

konnte	anhand	der	 für	Variante	HCHH	generierten	Daten	 jedoch	nicht	bestimmt	

werden,	da	aufgrund	der	geringen	Hydrolyseaktivität	das	Hydrolyseprodukt	im	be-

obachteten	Reaktionszeitraum	von	Hg	min	nicht	quantifiziert	werden	konnte.	Hier	

wären	dementsprechend	deutlich	längere	Inkubationszeiten	notwendig	gewesen.	

Die	ausgeprägte	Abhängigkeit	der	Aminolyseaktivität	der	Trypsiligase-Varianten	

HCHH	und	TGHg	von	der	Zinkionen-Konzentration	entspricht	hier	auch	dem	Er-

wartungswert.	 Schließlich	 sind	 die	 Zink-Ionen	 sowohl	 an	 der	 Einbindung	 der	
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Substrat-Peptide	mit	YRH	bzw.	LRH	Erkennungssequenz	beteiligt,	als	auch	an	den	

Wechselwirkungen	zwischen	Enzym	und	den	Nukleophil-Peptiden	mit	N-termi-

nalem	RH-Motiv.	Diese	 Interaktionen	beruhen	auf	den	Mutationen	NHOKH	und	

NH^HH	der	Trypsiligase.	Durch	diese	Histidinseitenketten	in	der	ST‘-Bindetasche	

wird	eine	Komplexierung	mit	zweiwertigen	Metallionen	(Zink-Ionen)	und	der	His-

tidinseitenkette	von	Substrat-	oder	Nukleophil-Peptid	in	PT‘-Position	ermöglicht	

(Liebscher,	Schöpfel,	et	al.,	TgHO).	Dementsprechend	hat	diese	Komplexierung	ei-

nen	Einfluss	auf	die	Affinität	der	Trypsiligase-Varianten	für	Substrate	mit	Histidin	

in	PT‘-Position,	welche	bei	fehlenden	Zink-Ionen	folglich	gesenkt	ist.	

In	Abbildung	H^	(siehe	Kapitel	O._.O)	sind	die	Ergebnisse	der	Transamidierungs-

studien	zur	Abhängigkeit	der	Katalyse	mittels	Trypsiligase-Variante	HCHH	vom	pH-

Wert	dargestellt.	Hier	wurden	die	apparenten	Wechselzahlen	der	Aminolyse	und	

Hydrolyse	sowie	die	 jeweils	erreichten	maximalen	Ausbeuten	bestimmt	und	zu-

sätzlich	der	Quotient	der	apparenten	Wechselzahlen	berechnet.	Diese	Messungen	

wurde	 entsprechend	 unter	 Variation	 des	 pH-Wertes	 durchgeführt,	 wobei	 diese	

Analyse	auf	den	Pufferbereich	von	HEPES	als	Good-Puffer	mit	_,_-J,O	beschränkt	

wurde	(Good	et	al.,	HI__),	um	sekundäre	Effekte	durch	Wechsel	des	Puffersystem	

ausschließen	zu	können.	Wie	bereits	im	Zuge	der	Analysen	zur	Abhängigkeit	von	

der	 Zinkionen-Konzentration	wurde	 auch	 hier	 eine	Konzentration	 an	 Substrat-

Peptid	von	_gg	µM	und	ein	zweifacher	Überschuss	an	Nukleophil-Peptid	gewählt,	

um	eine	hohe	Sensitivität	der	Messungen	zu	gewährleisten.		

Zusammenfassend	konnte	anhand	der	generierten	Daten	eine	relativ	geringe	Ab-

hängigkeit	 der	 HCHH-katalysierten	 Transamidierung	 vom	 pH-Wert	 festgestellt	

werden.	So	sank	die	Aminolyseaktivität	zwischen	den	pH-Werten	_,_	und	J,O	um	

ca.	OO	%,	während	die	Hydrolyseaktivität	ein	schwach	ausgeprägtes	Maximum	bei	

einem	pH-Wert	von	J,T	zeigte.	Die	Quotienten	der	apparenten	Wechselzahlen	von	

Aminolyse	 zu	 Hydrolyse	 schwankten	 dementsprechend	 zwischen	 Werten	 von	

KHI,g-iii,J.	Da	damit	die	Aminolyseaktivität	im	betrachteten	pH-Bereich	immer	

mindestens	Kgg-fach	größer	war	als	die	Hydrolyseaktivität,	konnte	hier	kein	Ein-

fluss	 auf	 die	maximalen	 Ausbeuten	 festgestellt	 werden,	was	wiederrum	 auf	 die	

hohe	Syntheseeffizienz	der	Variante	HCHH	zurückzuführen	ist.	Insbesondere	hin-

sichtlich	der	praktischen	bzw.	großtechnischen	Anwendung	der	Variante	HCHH	ist	
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eine	gewisse	Toleranz	gegenüber	Abweichungen	 im	pH-Wert	von	Vorteil,	da	so	

konsistente	Produktionsergebnisse	erzielt	werden	können.	

Während	in	Kapitel	^.K	bereits	diskutiert	wurde,	welche	Mutationen	einen	Beitrag	

zur	optimierten	Syntheseeffizienz	der	Variante	HCHH	lieferten,	bleibt	die	Frage	of-

fen,	auf	welchen	Effekten	diese	Optimierungen	beruhen.	Auf	Grundlage	der	detail-

lierten,	enzymkinetischen	Charakterisierung	von	Variante	HCHH	und	dem	bereits	

erwähnten	Einfluss	der	Mutation	STHOG	auf	die	Hydrolyseaktivität	(Simon,	TgHJ)	

kann	geschlussfolgert	werden,	dass	die	hohe	Syntheseeffizienz	 im	Mechanismus	

der	Deacylierung	des	Acyl-Enzym-Intermediats	begründet	ist.	So	ist	für	die	Posi-

tion	THO	beschrieben,	dass	die	Serin-Seitenkette	eine	Wasserstoffbrückenbindung	

zu	Aspartat	HgT	ausbildet	und	einen	erheblichen	Einfluss	auf	die	polare	Umgebung	

dieser	Position	hat	 (McGrath	 et	 al.,	HIIT).	Aspartat	HgT	wiederrum	koordiniert	

über	eine	Wasserstoffbrückenbindung	das	Histidin	^i	und	erhöht	den	pKs-Wert	

des	NeT-Atoms	im	Imidazolring,	wodurch	Histidin	^i	als	Base	fungieren	und	so-

wohl	die	 Serin-Seitenkette	 als	 auch	die	Wassermoleküle	 für	 einen	nukleophilen	

Angriff	 aktivieren	 kann.	Durch	 die	Mutation	 STHOG	würde	 die	Wasserstoffbrü-

ckenbindung	zu	Aspartat	HgT	fehlen,	was	auch	die	polare	Umgebung	und	damit	

die	Elektrostatik	verändern	könnte.	Dadurch	könnte	wiederrum	die	aktivierende	

und	stabilisierende	Wirkung	auf	Histidin	^i	verringert	sein,	was	dessen	Funktion	

als	Base	beeinträchtigen	würde.	Die	Folge	wäre	 eine	 reduzierte	Aktivierung	der	

Seitenkette	von	Serin	HI^	und	des	katalytisch	aktiven	Wassermoleküls,	wodurch	

sowohl	 die	Acylierungsgeschwindigkeit	 als	 auch	 die	Deacylierungsgeschwindig-

keit	der	Hydrolyse	sinken	würde.	Die	Deacylierung	durch	Aminolyse	wäre	von	die-

sem	Effekt	jedoch	nur	in	geringem	Ausmaß	betroffen,	da	der	pKs-Wert	der	a-Ami-

nogruppe	am	N-Terminus	des	Nukleophil-Peptides	mit	 ca.	 i-I	 (Grimsley	 et	 al.,	

TggI;	Thurlkill	et	al.,	Tgg_)	bereits	wesentlich	geringer	als	der	pKs-Wert	von	Was-

ser	mit	H^,i	ist.	Dementsprechend	ist	die	Aminolyse	in	geringerem	Maße	von	der	

Aktivierung	durch	Histidin	^i	abhängig,	was	wiederrum	dazu	führt,	dass	eine	ver-

ringerte	Basizität	von	Histidin	^i	ein	erhöhtes	Verhältnis	von	Aminolyse	zu	Hyd-

rolyse	und	damit	eine	erhöhte	Syntheseeffizienz	zur	Folge	hätte.	Auf	diese	Kausa-

lität	 hat	 auch	 Herr	 Dr.	 Marcus	 Böhme	 (AG	 Bordusa,	 MLU	 Halle-Wittenberg	

(Böhme,	TgTH))	im	Rahmen	seiner	Dissertation	hingewiesen	und	als	Grund	für	die	
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verbesserte	 Syntheseeffizienz	 der	 Trypsiligase-Variante	 TGHg	 angeführt.	 Dabei	

hatte	er	einen	direkten	Einfluss	der	Mutation	A^^S	auf	die	Basenfunktion	von	His-

tidin	^i	diskutiert.	

Neben	der	Wasserstoffbrückenbindung	zwischen	der	 Seitenkette	 von	Serin	THO	

und	dem	Aspartat	HgT	ist	in	der	Literatur	eine	weitere	Wasserstoffbrückenbindung	

zwischen	der	Carbonyl-Funktion	im	Peptidrückgrat	von	Serin	THO	und	dem	Histi-

din	^i	beschrieben	(Derewenda	et	al.,	HIIO).	Dementsprechend	könnte	die	Muta-

tion	STHOG	also	auch	einen	direkten	Einfluss	auf	die	Koordination	von	Histidin	^i	

haben.	Zudem	liegen	die	Seitenketten	von	Leucin	II	und	Arginin	I_	in	räumlicher	

Nähe	 zu	 Aspartat	 HgT	 (siehe	 Abbildung	 ^),	 wonach	 die	 Mutationen	 LIIF	 und	

RI_V	hier	ebenfalls	einen	Einfluss	auf	die	polare	Umgebung	haben	könnten	und	

den	Effekt	durch	die	Mutation	STHOG	eventuell	potenzieren.	Zudem	ragt	die	Sei-

tenkette	der	Position	II	 relativ	weit	 in	das	 aktive	Zentrum.	Die	Mutation	LIIF	

hätte	hier	zum	einen	das	Potential,	die	Koordinierung	des	katalytisch	aktiven	Was-

sermoleküls	im	aktiven	Zentrum	zu	stören	oder	auch	durch	Interaktionen	mit	dem	

PH-	bis	PT-Bereich	des	Substrates	die	Geometrie	des	Acyl-Enzym-Intermediates	zu	

verändern.	Für	beide	Faktoren	ist	in	der	Literatur	beschrieben,	dass	sie	einen	Ein-

fluss	 auf	 die	 Deacylierungsgeschwindigkeit	 der	 Hydrolyse	 haben	 können	

(Hedstrom,	TggT;	Radisky	et	al.,	Tgg_).	Zudem	ist	in	der	Literatur	auch	eine	Spe-

zifitäts-determinierende	Rolle	der	Position	II	auf	den	ST-SK-Bereich	von	Trypsin-	

bzw.	Chymotrypsin-ähnlichen	Serinproteasen	beschrieben,	was	auf	eine	Interak-

tion	der	Seitenkette	dieser	Position	mit	dem	PT-PK-Bereich	des	Substrates	zurück-

geführt	wird	(Mikhailova	et	al.,	TggO).		

Die	in	dieser	Arbeit	präsentierten	Daten	können	wiederrum	nur	Hinweise	auf	die	

strukturellen	bzw.	mechanistischen	Ursachen	der	gesteigerten	Syntheseeffizienz	

geben.	 Die	 Bestimmung	 der	 Geschwindigkeitskonstanten	 von	 Acylierung	 und	

Deacylierung	der	Aminolyse	und	Hydrolyse	würde	auch	hier	helfen,	die	mechanis-

tischen	Ursachen	einzugrenzen.	Insbesondere	ein	Vergleich	dieser	Geschwindig-

keitskonstanten	 von	Trypsiligase	 als	 Ausgangsvariante	mit	 Variante	 HCHH	wäre	

hier	zielführend.	Außerdem	wäre	es	denkbar,	die	HCHH-katalysierte	Transamidie-

rung	bei	sehr	hohen	pH-Werten	zu	analysieren.	Dadurch	sollte	der	Unterschied	in	

den	pKs-Werten	zwischen	peptidischem	Nukleophil	und	Wasser	nivelliert	werden,	
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was	auch	den	Effekt	der	verringerten	Polarität	von	Aspartat	HgT	negieren	sollte.	So	

sollte	 die	 Syntheseeffizienz	 bei	 hohen	 pH-Werten	 vergleichsweise	 niedrig	 sein,	

wenn	die	hier	diskutierte	These	zutreffend	sein	sollte.	Dabei	ist	jedoch	fraglich,	ob	

die	 Stabilität	 von	Variante	 HCHH	 bei	 diesen	 hohen	 pH-Werten	 gewährleistet	 ist	

oder	 ob	 andere	 sekundäre	 Effekte	 die	 Syntheseeffizienz	 senken.	 Des	 Weiteren	

könnte	eine	strukturaufklärende	Methode	wie	die	Röntgenkristallographie	Infor-

mationen	 zu	 strukturellen	 Änderungen	 im	 aktiven	 Zentrum	 liefern	 (Pearson	 &	

Owen,	TggI).	 Insbesondere	Strukturen	von	Acyl-Enzym-Intermediaten	oder	an-

deren	Übergangszustand-Analoga	könnten	hier	hilfreich	sein.	Mittels	NMR-Spekt-

roskopie	und	vergleichenden	Analysen	zwischen	Trypsiligase	und	Variante	HCHH	

könnten	 auch	 Änderungen	 in	 den	 Interaktionen	 zwischen	 Enzym	 und	 Sub-

strat/Nukleophil	detektiert	werden	(Palmer,	TgH^),	welche	hier	ursächlich	für	die	

gesteigerte	Syntheseeffizienz	sind.	

5.6 Validierung der praktischen Anwendbarkeit von Variante 1C11 

Als	finaler	Bestandteil	dieser	Arbeit	sollte	auch	die	Anwendbarkeit	der	Trypsilig-

ase-Variante	HCHH	für	die	ortsspezifische	Proteinmodifikation	anhand	eines	pra-

xisorientierten	Beispiels	validiert	werden.	Diese	Validierung	sollte	auch	Aufschluss	

darüber	geben,	inwieweit	die	unter	Verwendung	von	Modellpeptiden	generierten	

Daten	auf	die	Proteinmodifikation	übertragbar	sind.	Als	Anwendungsbeispiel	bzw.	

Modellprotein	wurde	hier	das	Fab-Fragment	eines	Antikörpers	gewählt,	da	die	en-

zymatische	Herstellung	von	ADCs	immer	bedeutender	für	die	Entwicklung	dieser	

Therapeutika	wird.	So	bestehen	viele	ADCs	in	klinischen	Studien	aus	heterogenen	

Mischungen	verschiedener	Spezies,	was	negative	Konsequenzen	für	die	Wirksam-

keit	und	Sicherheit	dieser	Präparate	hat	(Chudasama	et	al.,	TgH_).	Aufgrund	der	

intrinsischen	Eigenschaften	von	Enzymen	bietet	sich	deren	Verwendung	zur	orts-

spezifischen	Modifikation	von	Antikörpern	oder	Antikörper-Fragmenten	an,	um	

homogene	Produkte	zu	generieren.	Die	Validierung	unter	Verwendung	eines	Fab-

Fragmentes	eignete	sich	zudem,	da	Fab-Fragmente	rekombinant	in	E.	coli	herge-

stellt	werden	können	und	ein	vergleichsweise	komplexes	Modellprotein	darstellen.	

Fünf	Disulfidbrücken,	zwei	Polypeptidketten	und	demzufolge	jeweils	zwei	N-	und	

C-Termini	 machen	 eine	 ortsspezifische	 Modifizierung	 anspruchsvoll,	 was	 die	
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Aussagekraft	einer	entsprechenden	Validierung	erhöht.	Im	Rahmen	dieser	Arbeit	

wurde	 das	 Fab-Fragment	 des	 HerT/neu-spezifischen	 Antikörpers	 Trastuzumab	

verwendet,	welcher	für	die	Behandlung	von	HerT-positivem	Brustkrebs	zugelassen	

ist	(Garnock-Jones	et	al.,	TgHg).	Auf	Grundlage	von	Trastuzumab	wurden	zudem	

die	ADCs	Kadcylaâ	 (Trastuzumab-Emtansin	 (Lambert	&	Chari,	 TgHO))	 und	 En-

hertuâ	(Trastuzumab-Deruxtecan	(Tamura	et	al.,	TgHI))	entwickelt,	welche	eben-

falls	für	die	Behandlung	von	HerT-positivem	Brustkrebs	zugelassen	sind.		

Um	 das	HerT-spezifische	 Fab-Fragment	 von	 Trastuzumab	 für	 die	 HCHH-kataly-

sierte	 Transamidierung	 verwenden	 zu	 können,	 wurde	 es	 am	 C-Terminus	 der	

schweren	 Kette	 um	 die	 Aminosäuresequenz	 H-TAAYRHAAGEQKLISEEDL-OH	

bzw.	H-TAALRHAAGEQKLISEEDL-OH	mittels	genetischer	Modifikation	verlän-

gert.	 Dementsprechend	wurden	 hier	 zwei	 verschiedene	 Fab-Fragmente,	 welche	

sich	 in	 der	 Erkennungssequenz	 unterschieden	 (YRH	 oder	 LRH),	 generiert.	 Die	

Aminosäuresequenz	 H-EQKLISEEDL-OH	 entspricht	 dem	 cmyc-Tag	 und	 wurde	

zusätzlich	 angefügt,	 um	 das	 Fab-Fragment	 als	 Edukt	 bei	 Bedarf	 mittels	 ELISA	

nachweisen	zu	können	(Hilpert	et	al.,	TggH).	Die	Biosynthese	und	Reinigung	des	

Fab-Fragmentes	 aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc	 wurde	 im	 Rahmen	 dieser	 Arbeit	

durchgeführt,	was	in	den	Kapiteln	K.T.T	und	K.K.H	detailliert	beschrieben	ist.	Die	

Ergebnisse	der	Reinigung	und	der	dazugehörigen	Analytik	 sind	 in	Kapitel	 O.i.H	

zusammengefasst.	 Das	 Fab-Fragment	 aHerT-Fab-TAALRH-cmyc	 wurde	 nach	

identischem	 Protokoll	 im	 Zuge	 der	 Masterarbeit	 von	 Frau	 Julia	 Simon	 (AG	

Bordusa,	MLU	Halle-Wittenberg	(Simon,	TgHJ))	hergestellt.	Beide	Präparationen	

der	 Fab-Fragmente	 wurden	 im	 Rahmen	 der	 hier	 vorliegenden	 Arbeit	 mittels	

LC/MS-Analytik	untersucht	(siehe	Abbildung	Hi).	Dabei	konnten	die	Identität	und	

Integrität	der	Fab-Fragmente	anhand	der	Übereinstimmung	der	berechneten	und	

gemessenen	Molekulargewichte	bestätigt	werden.	In	beiden	Präparationen	konn-

ten	jedoch	auch	Proteinspezies	mit	einem	Molekulargewicht	von	Oi__O	Da	bzw.	

OiiKO	Da	 identifiziert	werden,	welche	den	Abbauprodukten	aHerT-Fab-TA-OH	

und	aHerT-Fab-TAA-OH	 entsprechen	 würden.	 Hier	 kann	 von	 einer	 unspezifi-

schen,	proteolytischen	Degradation	der	Fab-Fragmente	durch	E.	coli-eigene	Pro-

teasen	ausgegangen	werden	(Maurizi,	HIIT).	Zwar	wurde	dem	Zellaufschlusspuf-

fer	(siehe	T.I)	AEBSF	als	Inhibitor	von	Serinproteasen	zugesetzt,	was	jedoch	nicht	
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die	 proteolytische	 Degradation	 während	 der	 Biosynthese	 oder	 z.B.	 durch	 Me-

talloproteasen	verhindert.	Anhand	der	relativen	Signalintensitäten	dieser	Protein-

spezies	konnte	deren	prozentualer	Anteil	auf	unter	^	%	bestimmt	werden,	womit	

der	Anteil	dieser	Abbauprodukte	vernachlässigbar	klein	war.	Hier	ist	jedoch	zu	be-

achten,	dass	die	effektive	Substratkonzentration	bei	Verwendung	dieser	Fab-Frag-

mente	für	Transamidierungsstudien	minimal	verringert	ist,	da	die	Abbauprodukte	

der	Fab-Fragmente	auch	in	die	Konzentrationsbestimmung	mittels	UV/VIS-Spekt-

roskopie	(siehe	K.K.K)	eingehen,	aber	nicht	mehr	über	die	Erkennungssequenz	für	

Trypsiligase	bzw.	HCHH	verfügen	und	somit	nicht	als	Substrat	fungieren	können.	

Schließlich	wurden	unter	Verwendung	der	Fab-Fragmente	Transamidierungsstu-

dien,	wie	in	Kapitel	K.i	beschrieben,	durchgeführt.	Zu	Vergleichszwecken	wurden	

Nukleophil-Peptide	mit	unterschiedlichen	Funktionalitäten	verwendet.	So	wurde	

zum	einen	das	Peptid	H-RHAK(FAM)-OH	eingesetzt,	welches	über	die	e-Amino-

gruppe	 der	 Lysin-Seitenkette	 mit	 dem	 Fluoreszenzfarbstoff	 ^(_)-Carboxyflu-

orescein	modifiziert	war.	Zum	anderen	wurde	das	Peptid	H-RHAK(MCC-DMH)-

OH	verwendet,	welches	ebenfalls	über	die	Lysin-Seitenkette	mit	Succinimidyl-O-

(N-maleimidomethyl)cyclohexan-H-carboxylat	 (MCC)	 als	 Linker-Molekül	 und	

dem	Toxin	DMH	(Mertansin)	funktionalisiert	war.	Die	Kombination	aus	dem	HerT-

spezifischen	Fab-Fragment	von	Trastuzumab	und	dem	Toxin	DMH	ist	dabei	dem	

ADC	Kadcylaâ	 nachempfunden.	Um	auch	hier	die	 gesteigerte	 Syntheseeffizienz	

von	Variante	HCHH	demonstrieren	und	bestätigen	zu	können,	wurden	Trypsiligase-

katalysierte	 Transamidierungen	 unter	Verwendung	 des	 Fab-Fragmentes	aHerT-

Fab-TAAYRH-cmyc	zum	Vergleich	mitgeführt.	Anhand	der	in	Abbildung	HJ	(siehe	

Kapitel	O.i.T)	dargestellten	Progresskurven	der	Modifizierung	der	Fab-Fragmente	

mit	dem	Nukleophil-Peptid	H-RHAK(MCC-DMH)-OH	wird	die	Optimierung	der	

Variante	HCHH	hinsichtlich	der	erzielten	Produktausbeute	deutlich	ersichtlich.	Un-

ter	 den	 angewendeten	 Reaktionsbedingungen	 (Hgg	µM	 Fab-Fragment;	 ^gg	µM	

Nukleophil-Peptid	(fünffacher	Überschuss))	erreichte	Variante	HCHH	mit	dem	Fab-

Fragment	aHerT-Fab-TAALRH-cmyc	(Grün)	eine	maximale	Ausbeute	von	i_,O	%	

und	mit	aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc	(Blau)	iT,i	%.	Die	Trypsiligase	(Rot)	erreichte	

unter	gleichen	Bedingungen	lediglich	eine	Ausbeute	von	KJ,H	%.	Somit	konnte	die	

Ausbeute	durch	die	Generierung	von	Variante	HCHH	verdoppelt	werden	und	 lag	
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damit	nahe	an	der	 thermodynamisch	maximal	möglichen	Ausbeute	von	JK,K	%,	

welche	bei	dem	eingesetzten	fünffachen	Überschuss	an	Nukleophil	erreicht	wer-

den	kann	(siehe	auch	Kapitel	̂ .^).	Die	verringerte	Hydrolyseaktivität	mündete	hier	

zudem	 auch	 in	 einer	 geringeren	 Sekundärhydrolyse	 des	 Aminolyseproduktes,	

wodurch	nach	Erreichen	der	maximalen	Ausbeute	der	prozentuale	Anteil	an	Ami-

nolyseprodukt	relativ	stabil	blieb.	 Insbesondere	 in	der	großtechnischen	Anwen-

dung	von	Variante	HCHH	ist	dieser	Umstand	von	erheblichem	Vorteil,	da	der	Aus-

beuteverlust	durch	diese	Produktdegradation	gering	ausfällt,	selbst	wenn	einzelne	

Schritte	im	Produktionsprozess	mehr	Zeit	beanspruchen	als	im	Labormaßstab.	

Zusätzlich	zu	den	Progresskurven	in	Abbildung	HJ	wurden	die	mittels	HCHH	kata-

lysierten	Transamidierungsreaktionen	unter	Verwendung	der	Fab-Fragmente	und	

den	 Nukleophil-Peptiden	 H-RHAK(FAM)-OH	 bzw.	 H-RHAK(MCC-DMH)-OH	

auch	anhand	einer	LC/MS-Analytik	untersucht	(siehe	Abbildung	HI).	Dabei	sollte	

diese	Analytik	primär	dazu	dienen,	die	Entstehung	unerwarteter	Nebenprodukte	

auszuschließen	und	dementsprechend	auch	die	ortsgerichtete	Modifizierung	mit-

tels	HCHH	an	der	Erkennungssequenz	zu	bestätigen.	So	konnten	anhand	der	gene-

rierten	Spektren	die	erwarteten	Peaks	bzw.	berechneten	Molekulargewichte	für	die	

Fab-Fragmente	als	Edukte	(Peak	H),	die	Aminolyseprodukte	(Peak	T)	und	Hydro-

lyseprodukte	(Peak	K)	identifiziert	werden.	Neben	diesen	drei	Spezies	wurden	hier	

auch	die	aufgrund	einer	unspezifischen,	proteolytischen	Degradation	verkürzten	

Fab-Fragmente	wiedergefunden	(zwischen	Oi_gg-OiJgg	Da),	deren	Identifikation	

bereits	im	Zusammenhang	mit	der	Herstellung	der	Fab-Fragmente	erwähnt	wurde.	

Anhand	der	LC/MS-Analytik	konnte	dabei	auch	gezeigt	werden,	dass	diese	Degra-

dationsprodukte	bereits	zum	Start	der	Transamidierungsreaktion	vorhanden	wa-

ren	(g	min;	blaue	Spektren)	und	die	relativen	Signalintensitäten	dieser	beiden	Spe-

zies	 im	Verlauf	der	Reaktion	unverändert	blieben.	 So	konnte	bewiesen	werden,	

dass	diese	verkürzten	Spezies	weder	Produkt	noch	Edukt	der	Transamidierungsre-

aktion	waren.	Außerdem	konnte	anhand	der	Massenspektren	ein	deutlich	höherer	

Anteil	an	Hydrolyseprodukt	nach	_g	min	Reaktionszeit	(grüne	Spektren)	bei	der	

Modifizierung	 des	 Fab-Fragmentes	 mit	 YRH-Erkennungssequenz	 (Abbildung	

HIA-B)	im	Vergleich	zur	LRH-Erkennungssequenz	(Abbildung	HIC-D)	detektiert	

werden.	Dieser	Unterschied	lag	wiederrum	in	den	Verhältnissen	von	Aminolyse-	
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zu	Hydrolyseaktivität	 zwischen	 den	 beiden	 Erkennungssequenzen	 der	 Variante	

HCHH	begründet	 (siehe	Tabelle	Tg),	welcher	sich	auch	 in	der	Fab-Modifizierung	

wiederfand	und	zu	der	geringeren	maximalen	Ausbeute	sowie	stärkeren	Abnahme	

an	Aminolyseprodukt	durch	die	Sekundärhydrolyse	bei	Verwendung	der	YRH-Er-

kennungssequenz	führte	(siehe	Abbildung	HJ).		

Die	wesentliche	Funktion	eines	Antikörpers	als	Teil	eines	ADC	ist	die	spezifische	

Bindung	 der	 Zielstruktur	 bzw.	 des	 Krebs-assoziierten	 Rezeptors,	 wodurch	 der	

Wirkstoff	gezielt	zum	Wirkort	geleitet	werden	soll.	Dementsprechend	ist	ein	wich-

tiges	Kriterium	der	Konjugationstechnologie,	welche	zur	Herstellung	eines	ADC	

verwendet	werden	soll,	dass	diese	Bindungsfunktionalität	nicht	beeinflusst	wird.	

Aus	diesem	Grund	sollte	auch	im	Rahmen	dieser	Arbeit	überprüft	werden,	ob	die	

Affinität	 der	 Fab-Fragmente	 für	 die	 humane	 Ektodomäne	 des	 HerT-Rezeptors	

durch	die	HCHH-katalysierte	Modifizierung	beeinflusst	wird.	So	wurden,	wie	in	Ka-

pitel	K.J	beschrieben,	die	Fab-Fragmente	aHerT-Fab-TAAYRH-cmyc	und	aHerT-

Fab-TAALRH-cmyc	mit	dem	Nukleophil-Peptid	H-RHAK(MCC-DMH)-OH	unter	

enzymatischer	Katalyse	mittels	Variante	HCHH	modifiziert	und	für	einen	konzent-

rationsabhängigen	ELISA	eingesetzt.	Dabei	wurden	die	nicht-modifizierten	Fab-

Fragmente	 im	ELISA	als	Referenzen	mitgeführt.	 In	Abbildung	Tg	 (siehe	Kapitel	

O.i.K)	 ist	die	Auftragung	der	 Signalintensitäten	gegen	die	Konzentration	darge-

stellt,	anhand	derer	unter	Verwendung	einer	logistischen	Vier-Parameter-Regres-

sion	(durchgezogene	und	gestrichelte	Linien)	die	Dissoziationskonstanten	(KD)	als	

Maß	für	die	Bindungsaffinität	bestimmt	wurden.	Für	die	nicht-modifizierten	Fab-

Fragmente	wurden	so	KD-Werte	von	TT_	pM	(YRH)	bzw.	K_O	pM	(LRH)	ermittelt,	

während	die	mittels	HCHH	modifizierten	Fab-Fragmente	sehr	ähnliche	KD-Werte	

von	 Tgi	pM	 (YRH)	 und	 KOH	pM	 (LRH)	 zeigten.	 Dementsprechend	 konnte	 hier	

keine	Veränderung	 der	 Bindungsfunktionalität	 durch	 die	Modifizierung	mittels	

HCHH	ausgemacht	werden.	Die	Genauigkeit	bzw.	Korrektheit	der	ermittelten	KD-

Werte	 wird	 zudem	 dadurch	 bestätigt,	 dass	 für	 ähnliche,	 HerT-spezifische	 Fab-

Fragmente	mittels	Oberflächenplasmonresonanzspektroskopie	Werte	im	Bereich	

von	HHg-OOT	pM	bestimmt	wurden	(Liebscher,	Kornberger,	et	al.,	TgHO;	Voigt	et	

al.,	TgTT).	
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6 Zusammenfassung und Ausblick 

Die	ortsgerichtete	Modifizierung	von	Proteinen	ist	für	eine	Vielzahl	von	Anwen-

dungen	in	den	Bereichen	Therapeutika	und	Diagnostik	von	großem	Interesse.	An-

tikörper-Wirkstoff-Konjugate	 sind	 ein	 prominentes	 Beispiel	 für	 die	Herstellung	

solcher	Biomoleküle.	Die	hohe	Komplexität	von	Antikörpern	macht	die	Herstel-

lung	von	homogenen	und	wohldefinierten	Produkten	zu	einer	Herausforderung.	

Aufgrund	 ihrer	 intrinsischen	Chemo-	 und	Regioselektivität	 sind	 biokatalytische	

Technologien	für	diese	anspruchsvolle	Aufgabe	prädestiniert.	So	wurde	die	Trypsi-

ligase	entwickelt,	um	diesen	Bedarf	zu	adressieren.	Während	die	N-terminale	Mo-

difikation	unter	Verwendung	der	Trypsiligase	quantitative	Ausbeuten	 liefert,	 ist	

die	C-terminale	Modifikation	jedoch	vergleichsweise	ineffizient,	was	auf	die	ver-

bliebene	native	Hydrolyseaktivität	von	Trypsin	zurückzuführen	ist.	Dadurch	sind	

die	Einsatzmöglichkeiten	der	Trypsiligase	limitiert.	

Um	dieser	Limitation	zu	begegnen,	sollte	im	Rahmen	der	hier	vorliegenden	Arbeit	

die	Trypsiligase	für	die	C-terminale	Modifikation	von	Proteinen	optimiert	werden.	

Hierfür	sollte	ein	semi-rationales	Enzymdesign,	bestehend	aus	der	Generierung	ei-

ner	randomisierten	Bibliothek,	dem	Phagen-Display	als	Selektionssystem	und	ei-

nem	ELISA-basierten	Hochdurchsatzscreening,	angewendet	werden.	Das	Biblio-

theksdesign	sah	die	Randomisierung	der	Positionen	AspI^,	ArgI_,	LeuII,	SerTHO,	

GlyTHI	und	AlaTTH	vor	und	basierte	auf	der	Verwendung	von	Nukleosid-Trimer-

Phosphoramiditen	in	Kombination	mit	einer	Leserahmenselektion,	wodurch	eine	

Bibliothek	von	sehr	hoher	Qualität	generiert	werden	konnte.	Im	Zuge	des	anschlie-

ßenden	Phagen-Displays	wurden	insgesamt	vier	Selektionsrunden	durchgeführt,	

wobei	der	Selektionsdruck	von	Runde	zu	Runde	erhöht	wurde.	Für	das	folgende	

Screening	wurde	im	Rahmen	dieser	Arbeit	die	Herstellung	von	Trypsiligase	bzw.	

Trypsiligase-Varianten	 im	MTP-Format	 validiert,	 was	 mittels	 Biosynthese	 in	 P.	

pastoris	XKK	erfolgte.	So	wurden	K_J	Einzelvarianten	aus	der	angereicherten	Bib-

liothek	 im	MTP-Format	 expremiert	und	mittels	ELISA-basierten	Screening	hin-

sichtlich	der	Syntheseeffizienz	durchmustert.	Anhand	der	primären	Charakterisie-

rung	der	im	Screening	erhaltenen	Treffer	wurden	schließlich	acht	Varianten	iden-

tifiziert,	welche	allesamt	eine	im	Vergleich	zu	Trypsiligase	gesteigerte	Syntheseef-

fizienz	 zeigten.	 Dabei	 resultierten	 die	 Varianten	 HCHH	 und	 OFJ	 als	 die	
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effizientesten	Biokatalysatoren.	Im	Zuge	der	detaillierten,	enzymkinetischen	Cha-

rakterisierung	 von	Variante	 HCHH	 (RI_V,	 LIIF,	 STHOG,	GTHIS,	ATTHG)	konnte	

eine	hohe	Spezifität	für	die	Erkennungssequenz	LRH	gezeigt	werden,	wodurch	bei	

Verwendung	 dieser	 Erkennungssequenz	 die	 Syntheseeffizienz	 weiter	 gesteigert	

werden	konnte.	Dabei	 lagen	die	erreichten	Produktausbeuten	sehr	nahe	an	den	

thermodynamisch	maximal	möglichen	und	änderten	sich	über	den	eingesetzten	

Konzentrationsbereich	 an	Substrat	nur	 geringfügig.	Die	beträchtliche	Erhöhung	

der	Syntheseeffizienz	konnte	auf	das	um	zwei	Größenordnungen	gesteigerte	Ver-

hältnis	von	Aminolyse-	zu	Hydrolyseaktivität	zurückgeführt	werden,	was	in	erster	

Linie	auf	die	stark	verringerte	Hydrolyseaktivität	zurück	ging.	Aber	auch	der	um	

den	Faktor	_	erhöhte	Quotient	kcat/KM	veranschaulichte	die	Steigerung	der	kataly-

tischen	Effizienz.	Diese	Optimierung	der	Trypsiligase	in	Form	von	Variante	HCHH	

ließ	sich	schließlich	auch	auf	die	Modifikation	eines	Fab-Fragmentes	als	praxisori-

entiertes	Anwendungsbeispiel	überführen.	So	konnte	die	Ausbeute	der	ortsspezi-

fischen	Modifikation	verdoppelt	werden,	ohne	dass	Nebenprodukte	detektierbar	

waren	oder	die	Bindungsfunktionalität	der	Fab-Fragmente	beeinflusst	wurde.	

Die	im	Zuge	der	Charakterisierung	von	Variante	HCHH	generierten	Daten	lieferten	

auch	Hinweise	auf	den	Beitrag	der	eingeführten	Mutationen	zur	Steigerung	der	

Syntheseeffizienz	sowie	mögliche	strukturelle	und	mechanistische	Ursachen	die-

ser	Optimierung.	Weiterführende	Arbeiten	zur	Aufklärung	dieser	Punkte	wurden	

bereits	im	Zuge	der	Masterarbeit	von	Frau	Julia	Simon	(AG	Bordusa,	MLU	Halle-

Wittenberg	(Simon,	TgHJ))	durchgeführt.	Um	hier	jedoch	zuverlässige	Aussagen	

treffen	zu	können,	wären	weitere	Studien	notwendig.	Insbesondere	die	Struktur-

aufklärung	von	Variante	HCHH	mittels	Röntgenkristallographie	wäre	hier	zielfüh-

rend.	Die	Verwendung	von	Übergangszustand-Analoga	oder	stabilen	Acyl-Enzym-

Intermediaten	könnte	dabei	 Informationen	zu	Änderungen	 im	aktiven	Zentrum	

im	Vergleich	zu	Trypsiligase	liefern.	Zudem	könnte	die	Bestimmung	der	Teilkon-

stanten	von	Acylierung	und	Deacylierung	die	in	dieser	Arbeit	getroffenen	Annah-

men	bestätigen.	

Da	die	in	dieser	Arbeit	generierte	Variante	HCHH	und	Variante	TGHg,	welche	als	

beste	 Variante	 aus	 der	 Promotionsarbeit	 von	 Herrn	 Dr.	 Marcus	 Böhme	 (AG	

Bordusa,	 MLU	 Halle-Wittenberg	 (Böhme,	 TgTH))	 resultierte,	 lediglich	 in	 einer	
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Mutation	(LIIF)	identisch	waren,	wurde	in	weiterführenden	Arbeiten	zudem	un-

tersucht,	ob	die	Kombination	der	Mutationen	beider	Enzyme	in	einer	Hybridvari-

ante	von	HCHH	und	TGHg	zu	einer	weiteren	Steigerung	der	Syntheseeffizienz	führ-

ten	(Schulze,	TgH^).	Die	Aminolyseaktivität	der	als	TnH_BW	bezeichnete	Hybrid-

variante	war	im	Vergleich	zu	HCHH	und	TGHg	leicht	gesenkt	(Faktor	H,_-_,T),	wäh-

rend	 die	Hydrolyseaktivität	 um	mindestens	 eine	 Größenordnung	 niedriger	 war	

(Faktor	Hg-iI).	Dieses	erhöhte	Verhältnis	von	Aminolyse	zu	Hydrolyse	resultierte	

auch	hier	in	einer	Steigerung	der	Syntheseeffizienz	unter	Verwendung	der	Erken-

nungssequenz	YRH.	Dementsprechend	lag	hier	ein	additiver	bzw.	synergistischer	

Effekt	 durch	 Kombination	 der	 Mutationen	 beider	 Varianten	 vor.	 Für	 Variante	

HCHH	wurde	 in	Kapitel	^.^	als	Grund	 für	die	Optimierung	eine	durch	die	einge-

führten	Mutationen	 verringerte	 Polarität	 von	 Aspartat	 HgT	 diskutiert,	 wodurch	

letztlich	 die	 Basizität	 von	Histidin	 ^i	 gesenkt	wird.	 Einen	 ähnlichen	 Effekt	 hat	

Herr	Dr.	Böhme	für	Variante	TGHg	diskutiert,	wobei	die	Mutation	A^^S	für	eine	

verringerte	Basizität	von	Histidin	^i	verantwortlich	sein	soll.	Das	Zusammenfüh-

ren	der	Mutationen	in	Variante	TnH_BW	könnte	diese	Effekte	schließlich	additiv	

wirken	lassen,	wodurch	die	Basizität	von	Histidin	^i	noch	weiter	gesenkt	wurde.	

Dass	sowohl	die	Aminolyse-	als	auch	die	Hydrolyseaktivität	von	TnH_BW	niedriger	

war,	spricht	für	diese	Annahme,	da	durch	die	verringerte	Basizität	sowohl	die	Ak-

tivierung	von	Serin	HI^	als	auch	des	katalytisch	aktiven	Wassermoleküls	erschwert	

wird.	Von	diesem	Effekt	ist	die	Hydrolyseaktivität	jedoch	in	größerem	Ausmaß	be-

troffen,	was	bereits	detailliert	in	Kapitel	^.^	diskutiert	wurde.	

Die	Varianten	 HCHH	 und	TGHg	 legten	 letztlich	 den	Grundstein	 für	 eine	weitere	

Entwicklung	von	Trypsiligase-Varianten.	Der	zusätzliche	Erfolg	durch	die	Hybrid-

variante	TnH_BW	mündete	schließlich	in	einem	anwendungsorientierten	Koope-

rationsprojekt	zwischen	der	Martin-Luther-Universität	Halle-Wittenberg	und	der	

BioPharma	Translationsinstitut	Dessau	Forschungs	GmbH.	Dabei	wurde	das	etab-

lierte,	semi-rationale	Enzymdesign	auf	die	Generierung	weiterer	Trypsiligase-Va-

rianten	übertragen,	um	effiziente	Biokatalysatoren	für	die	Herstellung	homogener	

Antikörper-Wirkstoff-Konjugate	 zu	 erhalten.	 Aus	 diesen	 Arbeiten	 resultierten	

zwei	internationale	Patentanmeldungen	(WOTgTggIOJOg	und	WOTgTgHTiJgJ).	
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