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Abschlussbericht Biokatalyse2021 Projekt P29

1 Ubersicht Zeitplan und Meilensteine

P29: Arbeitspakete und Meilensteine
2010 2011 2012 2013

AP/M-Nr. |Bezeichnung L L L 11
AP1 Anlegen einer rekombinanten Lipasekollektion (TUHH)
M1 Charakt. rek. Lipasen aus 4 thermophilen Organismen liegen vor
AP2 Erzeugung von Lipasekongeneren (TUB)
M2 |Mindestens vier Lipasekongenere liegen vor
AP3 Lipazekongenere durch ortsspezifischen Einbau (TUB)
M3 Effizienz hat das Niveau der SPIl-Methode emreicht
AP4 Charakterisierung der Lipasekongenere (TUHHTUB)
|M4 Ein Set von mind. 4 charakterisierten Lipasekongeneren liegt vor
APS Scale-up der Produktion ausgewahlter Lipasekongenere (TUHH)
M5 Die Produktion unter industrienahen Bedingungen ist erfolgreich
APG Analyse von 3D-Strukturen von Lipasekongeneren (EMBL)
M6 Die kongenere Lipase Tthlip1 ist strukturell charakterisient

TUB = AG Prof. Budisa

TUHH = AG Prof_Antranikian

EMBL = AG Dr. Wilmanns
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2 Ergebnisse

Aufgrund bereits vorhandener Expertise durch Vorarbeiten an der Thermoanaerobacter
thermohydrosulphuricus Lipase (TTL) von Seiten der Projektpartner TUB und EMBL wurden
erste Einbaustudien von nichtkanonischen Aminosauren direkt mit diesem Enzym
durchgefihrt (siehe unten).

Parallel dazu wurden vom Partner TUHH weitere potentiell geeignete Lipasen (und
Esterasen) aufgrund einer Vorcharakterisierung ausgewahlt (siehe Abschlussbericht TUHH).
Die ausgewdahlten Enzyme (siehe Tabelle 1) wurden fristgerecht flr eine weitere Bearbeitung
an die TUB ubergeben (Arbeitspaket 1).

Tabelle 1. Ubersicht tiber die im Projekt P29 bearbeiteten Enzyme. Zur besseren Zuordnung ist
die BCC (Biocat Collection Nummer) der TUHH angegeben.

BCC- Enzym Organismus Name Swissprot ID Kristallstruktur
Nr.

008 Esterase Geobacillus GTE Q9AM95 EMBL (im Laufe des vorliegenden
thermoleovorans geforderten Projekts)

009 Lipase Geobacillus GTL Q9X6A4 Keine, aber hohe
thermoleovorans Sequenzsimilaritat zu 1J13

010 Lipase Thermoanaerobacter TTL - EMBL (nicht publiziert)
thermohydrosulphuricus

011 Lipase Anaerobranca gottschalkii AGL - Keine

013 Lipase Thermoanaerobacter TTEL Q8R921 Keine
tengcongensis

036 Lipase Thermocrispum municipale  TML - Keine

064 Lipase From soil metagenome LipCE A7J993 Keine

Um eine hohe Flexibilitéat bezlglich nutzbarer Einbaumethoden und Expressionsstamme (vor
allem Aminosaure auxotrophe Stadmme fir die supplementations-basierte Einbaumethode)
zu erhalten, wurden die erhaltenen Enzyme in das pQES8OL Vektorsystem uberfihrt (siehe
Abbildung 1). Anschlieend wurden die Vollproteinmassen der jeweiligen Wildtypproteine
bestimmt, da eine korrekte Ausgangsmasse fur die Detektion der Aminosaureeinbauten
unerldsslich ist. Fur alle gereinigten Proteine konnte die korrekte Wildtyp Masse detektiert

werden.
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Abbildung 1. A) Vektorkarte des Standard-Expressionsvektors, der in den beschriebenen Studien
genutzt wurde. B) Expressionsprofile der verschiedenen Lipasen BCC8, BCC9, BCC64, BCC36, und
BCC13. M: Marker, ni: nicht induziert. C) Gereinigte, aktive Lipasen. Die mit * markierten Enzyme
wurden in E. coli in Einschlusskdrpern exprimiert und wurden zuriickgefaltet, um aktive Enzyme zu

erhalten.
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Abbildung 2. Kanonische Aminosauren und ihre nichtkanonischen Analoga A: Methionin (Met),

Norleucin (Nle),

Azidohomoalanin (Aha) und Homopropargylglycin (Hpg).

B: Prolin (Pro),
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(4S)-Fluoroprolin (cFP) und (4R)-Fluoroprolin (tFP) C: Phenylalanin (Phe), o-Fluorophenylalanin (oFF)
und p-Fluorophenylalanin (pFF).

2.1.1 GTE

Von der GTE konnten die in Abbildung 3 gezeigten Kongenere in guter Reinheit und
Ausbeute mit abgespaltetem His-Tag erhalten werden. Eine analytische Gelfiltrationsanalyse
zeigte, dass alle Kongenere wie der Wildtyp als Monomere vorliegen. Die Massenanalyse
der Kongenere ergab einen quantitativen Einbau aller Analoga. Bei der GTE[mFF] war dies

jedoch stark stammspezifisch (siehe Absatz 3).

A) Expression B) Reinheit der Enzympraparationen
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Abbildung 3. Expression (A) und Reinheit (B) von GTE und dessen Kongeneren.

Die Proteine wurden der TUHH zur halbautomatisierten Hochdurchsatzcharakterisierung und
dem EMBL zur Kristallisation tbergeben. Sowohl der Wildtyp als auch die Kongenere
konnten erfolgreich kristallisiert werden. Die Charakterisierung ergab im Unterschied zur TTL
(sieche unten) keine auBergewdhnlichen  positiven  Verdanderungen  beziglich
Substratzuganglichkeit oder Resistenz gegeniiber Additiven. Einzig die GTE[NIle] zeigte eine
hdhere Aktivitat als die Wildtyp-GTE auf dem Substrat p-Nitrophenylcaprylat. Au3erdem
konnte ein breiteres pH Optimum und eine erhohte Resistenz gegenuber 2-lodoacetat
detektiert werden. Details zu den Ergebnissen finden sich in den jeweiligen
Abschlussberichten der Projektpartner. Eine weitere Auffalligkeit waren signifikante
Unterschiede zwischen den Kongeneren GTE[cFP] und GTE[tFP] in vielen der bestimmten
Charakterisierungsparameter. Zum Beispiel war die Expression von GTE[cFP] eher schlecht,
wahrend GTEJ[tFP] zellnormiert wesentlich besser exprimiert wurde (siehe Abbildung 3). In
von uns durchgeflhrten Stabilitatsuntersuchungen mittels thermischer Denaturierung (auf
Basis von CD Spektroskopie) zeigten beide stark verringerte Stabilitat im Vergleich zum
Wildtyp, wéahrend GTE[Nle] und GTE[mFF] in ihrer Stabilitdt nicht signifikant vom Wildtyp

abwichen (siehe Tabelle 2). Die Destabilisierung von GTE[cFP] war jedoch noch wesentlich



Abschlussbericht Biokatalyse2021 Projekt P29 6

ausgepragter. Unsere Fit-Analysen der chemischen Denaturierungsdaten
(Denaturierungsmittel Guanidiniumchlorid) des Projektpartners TUHH ergaben dieselben
Tendenzen. Derzeit versuchen wir diese Ergebnisse rational zu begriinden und anhand der
hochaufgeltsten kristallographischen Strukturdaten des EMBL (Wilmanns Group) zu
erklaren. Die gesammelten GTE Ergebnisse sollen zeitnah publiziert werden (vorlaufiger

Titel des Papers ist: “Structural basis for alternation in enzymatic activity of GTE congeners®).

Tabelle 2. Thermodynamische Parameter von GTE und dessen Kongeneren. Die Daten wurden
durch 6 Parameter Fit aus den CD basierten Schmelzkurven der Proteine generiert.

GTE GTE[Nle] GTE[CFP] GTE[tFP] GTE[mFF]
Tu/°C 69 70 61 63 70
AHy / k3/mol 31 14 10 17 25
AG®C -104 -47 -40 -63 -81

2.1.2 GTL

Im Falle der GTL wurden die in Tabelle 3 aufgelisteten Aminosaure-Analoga eingebaut. Es
war mit allen Kongeneren eine sehr gute Expression zu beobachten. Mit Ausnahme von
GTL[cFP] wurden alle Kongenere wie der Wildtyp l6slich exprimiert. Die durchgefiihrten
Ruckfaltungsstudien an denaturierend aufgereinigtem GTL[cFP] ergaben kein positives
Ergebnis. Generell zeigte sich, dass die GTL nach der Reinigung im Puffer nicht sehr stabil
war und zur Prazipitation neigte. Der Einbau von nichtkanonischen Aminosauren verstarkte
diesen Effekt in allen Féllen zusatzlich. Trotz des Tests einer Vielzahl von
Pufferbedingungen konnte die Prazipitationstendenz nicht vollstandig unterdriickt werden.
Auch die vom Kooperationspartner EMBL durchgeflihrten Thermofluor Screens ergaben

keine verbesserten Pufferbedingungen.

Tabelle 3. Ubersicht tiber die hergestellten GTL Kongenere.

Wildtyp/ Expression Reinigung/ Quantitativer His-Tag HT Charakter-
Kongener Ruckfaltung Einbau Abspaltung isierung
Wildtyp v v v v v

Aha v v v

Hpg v 7 7

Nle v v v v v

cFP 4 X 4

tFP v v v v v

pFF 4 v X

oFF v v X
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An GTL und GTL[Nle] wurden auch dynamische Lichtstreuungsexperimente durchgefuhrt,
die ergaben, dass beide Proteine in Losung sehr polydispers vorliegen.

Im Falle von GTL[Aha] und GTL[Hpg] fuhrte die Inkubation mit TEV Protease zur His-Tag
Abspaltung zur kompletten Prazipitation der Proteine. Letztlich konnten daher nur
Praparationen von GTL, GTL[NIe] und GTL[tFP] zur HT Charakterisierung an die TUHH
Ubergeben werden. Diese ergab fir alle getesteten Parameter eine geringere Aktivitat der
Kongenere gegenltber dem Wildtyp Enzym (vergleiche Bericht der TUHH). Am EMBL wurde
trotz der schlechten Thermofluor und Lichtstreuungsversuche ein Kristallisationsscreening
mit GTL und GTL[NIle] durchgeflihrt. Dieses fuhrte jedoch auch zu keinem positiven
Ergebnis.

Aufgrund des geringen Erfolgs der Arbeiten mit GTL wurde davon abgesehen, weitere

Kongenere zu produzieren.

2.1.3 TTL

Mit den Arbeiten an der TTL wurde bereits vor Projektstart begonnen, weshalb die
Bearbeitung dieser Enzymserien am weitesten fortgeschritten ist. Insgesamt wurden 13
verschiedene Kongenere hergestellt, die teilweise stark verbesserte Eigenschaften im
Vergleich zum Wildtyp-Enzym aufwiesen. Exemplarisch sind in Abbildung 4 einige
herausstechende Ergebnisse dargestellt. Die Ergebnisse wurden bereits in Fachartikeln
(siehe Ref.: Hoesl et al. und Acevedo Rocha et al.) publiziert. Die Eigenschaften der
TTL[NIe], die im Gegensatz zum Wildtyp Enzym keine Hitzeaktivierung mehr benétigt (siehe
Abbildung 4), wurden auch patentrechtlich geschiitzt (EP10177742.3).

2.1.3.1 Kristallisation von TTL und TTL[Nle]

Um die strukturellen Eigenschaften, die zu diesen erstaunlichen Eigenschaften der TTL[Nle]
im Vergleich zum Wildtyp Enzym gefuhrt haben, besser verstehen zu kdnnen, war es eines
der erklarten Ziele dieses Projekts, TTL und TTL[Nle] zu kristallisieren und strukturell zu
charakterisieren. Fur TTL existiert bereits eine Kristallstruktur (EMBL, unverdffentlichte
Ergebnisse). Diese wurde allerdings unter anderem durch Hitzedenaturierung von E. coli
Proteinen gereinigt und stellt somit evtl. die bereits aktivierte Form der TTL dar. Daher war
es notig, die TTL nochmals ohne eine Hitzedenaturierung zu reinigen. Zahlreiche
verschiedene Konstrukte wurden fiir die Expression und Reinigung getestet (unter anderem

N-term. His Tag mit TEV Schnittstelle, selbstsplicende Inteinkonstrukte, etc.). Trotz dieser
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intensiven Suche scheiterte die Kristallisation jedoch letztlich, da keine TTL Version in den
Screens des EMBL zu Kiristallen flihrte.
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Abbildung 4. Ausgewahlte Ergebnisse der Studien an TTL und ihren Kongeneren.

2.1.3.2 Funktionalisierung von TTL mittels Click-Chemie

Weitaus erfolgreicher waren im Kontrast dazu weiterfilhrende Arbeiten an der TTL, die auf
posttranslationale Vielfachmodifizierung des Enzyms abzielten. Daflr wurde eine TTL
Variante erstellt, die zum einen einen modifizierten N-terminus (Serin an Position 2 der
Sequenz) fur Oximligation aufwies und zum anderen Azidohomoalanin an den
Methioninpositionen enthielt, an die mittels Click-Chemie weitere Liganden konjugiert werden
konnten. Diese Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit der Gruppe von Christian
Hackenberger (Leibniz-Institut fir Molekulare Pharmakologie) durchgefiihrt. Konkret wurde
der N-Terminus der TTL mit Biotin modifiziert und verschiedene Glykosylierungen an die Aha
Reste angebracht. Uber das Biotin wurde das Protein fir SPR Messungen an eine Gold

Oberflache konjugiert, so dass Lectin-Bindestudien zum Nachweis der geclickten Zucker
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durchgefuhrt werden konnten. Eine Publikation der Ergebnisse ist bereits eingereicht
(Muhlberg et al). Derzeit  wird untersucht, inwieweit  sich derartige
Multikonjugationsstrategien zur Immobilisierung (siehe unten) und Stabilisierung von

Enzymen eignen.

A) ), B) ECL on (Gal-)TTL

s .3

Gold Chip

no binding .

(D =TTL O =biotin O =Gal

V = streptavidin -~ %, {( =ECL

Abbildung 5. A) Generelle Strategie zum Nachweis der einzelnen Funktionalisierungen der TTL.
Uber das Biotin am N-Terminus wurde die TTL mittels Streptavidin an einen Gold-Chip aufgebracht.
B) Uber SPR Messungen konnten Bindekonstanten von Lectinen zur artifiziell glykosylierten TTL
gemessen werden. Die war fir die unglykosylierte Negativkontrolle nicht méglich. Abbildung wurde
von C. Hackenberger FMP Berlin zur Verfigung gestellt.

2.1.3.3 Medium Sekretion von TTL

Aus biotechnologischen Gesichtspunkten ist die intrazelluldre Produktion von Enzymen in
E. coli oft aufwandig und teuer, da das entsprechende Enzym erst gereinigt werden muss.
Eine Sekretion ins Medium wie etwa in Pichia pastoris basierten Expressionssystemen erhalt
daher in der Praxis oft den Vorzug. Vor einigen Jahren haben wir bereits an einem System
zur Proteinsekretion fur E. coli gearbeitet (Karbalaei-Heidari, 2008). Mit unserem
Kooperationspartner Hamid Karbalaei-Heidari haben wir dieses System im Zuge des P29
Projekts auch auf die Sekretion von Wildtyp TTL ausgeweitet. Die Arbeiten sind bereits zur
Publikation akzeptiert und werden in Kirze veroffentlicht ("Protein Expression and
Purification” Journal). In der nahen Zukunft planen wir, diese Experimente auch auf Lipase

Kongenere auszuweiten.

2.1.4 LipCE

Die LipCE war vor allem aufgrund der Tatsache besonders interessant, dass es die einzige
kalteaktive Lipase in unserem Set war. Aulerdem weild sie nur schwache Homologie mit
schon bekannten Lipasen auf. Daher war vor allem auch die Kristallisation der LipCE ein

interessantes Ziel. Die Expression und Rulckfaltung genau wie der quantitative Einbau der
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Methioninanaloga Nle und Aha verlief bei der LipCE reibungslos. Allerdings liefl3 sich keine
der Proteinvarianten trotz verschiedenster Aufreinigungsstrategien zur Homogenitat reinigen,
da immer teilweise proteolytischer Abbau des Proteins auftrat. Zusatzlich dazu lagen die
Proteine nach Untersuchungen am EMBL immer in polydispers in Losung vor. Daher

scheiterten auch alle Versuche einer Kristallisierung der LipCE.

Tabelle 4. Ubersicht tiber die hergestellten LipCE Kongenere.

Wildtyp/ Expression Reinigung/ Quantitativer His-Tag HT Charakter-
Kongener Rickfaltung Einbau Abspaltung isierung
Wildtyp v v v v X
Nle v v v v X
Aha v v v v X
2.1.5 AGL

Die in Tabelle 5 aufgelisteten Proteine wurden produziert und der TUHH zur weiteren
Charakterisierung tbergeben. Im HT Screening konnte aber bei keinem der Enzyme Aktivitat
nachgewiesen werden. Wir gehen davon aus, dass die AGL generell relativ schnell ihre
Aktivitdt verliert und daher nach der Expression, dem Reinigen und dem Versand die
Aktivitat bereits vollstdndig verloren gegangen war. Daher wurden die Arbeiten an der AGL
nicht weiterverfolgt.

Tabelle 5. Ubersicht iiber die hergestellten AGL Kongenere.

Wildtyp/ Expression Reinigung/ Quantitativer His-Tag HT Charakter-
Kongener Ruckfaltung Einbau Abspaltung isierung
Wildtyp 4 4 4 v X
Nle v v v v X
cFP v v v v X
tFP v v v v X
mFF v v X v X
2.1.6 TTEL

Es wurden Wildtyp sowie die Fluoroprolin Kongenere TTEL[cFP] und TTEL[tFP] exprimiert,
zuriickgefaltet und der TUHH zur HT Charakterisierung Ubergeben. Erste Ergebnisse zeigen
starke Veranderungen der Enzymeigenschaften und verbesserte Aktivitdt z.B. gegen
4-Nitrophenylbutyrat (ndhere Informationen im Bericht der TUHH). Insgesamt sind die ersten

Ergebnisse hier sehr positiv, weshalb wir die Charakterisierung auch tber die Projektlaufzeit
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hinaus fortfihren werden. Die Erstellung weiterer Kongenere ist aber erst einmal nicht

geplant.

Tabelle 6. Ubersicht tiber die hergestellten TTEL Kongenere.

Wildtyp/ Expression Reinigung/ Quantitativer HT Charakter- Kristallisierung
Kongener Rickfaltung Einbau isierung
Wildtyp v 4 4 v gestartet
cEP v v v v
tFP v v v v
3 Stammengineering fiir verbesserte Aminosaure auxotrophe
Expressionsstamme

Zur weiteren Verbesserung der Einbaueffizienz der SPI Methode haben wir im Laufe des
Projekts eine groBe Zahl von verschiedenen Stammen mit unterschiedlichen genetischen
Hintergrinden auf verbesserten Einbau evaluiert. Dabei wurden teilweise sehr
unterschiedlich ausgepragte Einbaueffizienzen gefunden. Ein Beispiel ist in Abbildung 6
dargestellt. Wahrend der Stamm E. coli CAG12158 eine grof3e Verteilung von verschiedenen
mFF Einbauspezies zeigt, ist es mit dem Stamm E. coli ME5355 mdglich, ein uniform

gelabeltes Protein zu produzieren.

A) E. coli CAG12158 (ApheA)  B)  E. coli ME5355 (ApheA, AtyrA)
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Abbildung 6. Massenspektren von GTE aus einem SPI Versuch in A) E. coli CAG12158 und B)
ME5355.

Um diese Ergebnisse zu rationalisieren und herauszufinden, welche Determinanten fur einen
Volleinbau bei den einzelnen Auxotrophien nétig sind, haben wir gezielt bestimmte
Biosynthesegene aus dem Genom entfernt und den Effekt auf den Einbau studiert.
Ausgehend vom Ergebnis aus Abbildung 6 erstellten wir einen BL21(DE) ApheA, AtyrA
Stamm, da der ME5355 diese beiden Gene deletiert hatte und daher der Verdacht nahe lag,
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dass durch die Doppelmutation ein verbesserter Einbau erreicht werden kann. Die
Einbaueffizienz war in der Tat besser als die der Einzeldeletion, eine Masse analog des
MES355 konnte aber bisher nicht erzielt werden. Wir prifen derzeit schrittweise weitere
Deletionen, um die effizienteste Kombination zu isolieren. Durch die im Vergleich zu Einzel-
Knockout Stdammen verbesserter Einbaueffizienz und den BL21(DE3) Hintergrund haben wir
den Stamm den Kooperationspartner der TUHH zur Verfligung gestellt, um damit
Fermenterexperimente durchfiihren zu kénnen (Fur Phe und Tyr Auxotrophien war vorher
kein geeigneter Stamm vorhanden, der im Fermenter gute Wachstumseigenschaften zeigte).
Dieselben Arbeiten haben wir parallel in MG1655 mit Prolin Auxotrophien durchgefihrt. Dies
ist jedoch ungleich komplexer, da z.B. viele verschiedene potentielle Querverbindungen
zwischen Arg und Pro Biosyntheseweg bestehen (z.B.: (Itikawa et al. 1968)). Der derzeit

beste Stamm enthalt bereits sieben Deletionen im Genom.

4 Stopcodon-Suppressionsstudien

Zu Beginn der Forderperiode im Jahr 2010 konnte die Stoppcodonsuppressionsmethode bei
weitem nicht die Anzahl der einbaubaren nichtkanonischen Aminoséauren pro Protein
erreichen, die durch die SPI Methode erzielt werden kann. Selbst der ortspezifische Einbau
einer einzelnen nichtkanonischen Aminosaure per SCS fihrte je nach Position des
Stopcodon in der Sequenz zu teilweise sehr starken EinbufRen in der Ausbeute. Der Grund
wurde vor allem dem Problem der Konkurrenz zwischen Freisetzungsfaktor 1 (RF1) und dem
orthogonalen Paar, das zur Stopcodon-Suppression benutzt wurde, zugeschrieben. Mehrere
Drehschrauben boten hier Verbesserungspotential:

1. Verbesserte Plasmidsysteme zur optimalen Koexpression der orthogonalen Paare

2. Verbesserte tRNA und aaRS Sequenzen

3. Stamme mit reduziertem/fehlendem RF1 Level evtl. zusatzlich mit entfernten Amber

Stopp Codons im Genom.

Unsere Arbeiten konzentrierten sich hier auf die ersten beiden Punkte (siehe Abschnitt 4.1).
In Bezug auf Punkt 3 wurden im Projektzeitraum von anderen Gruppen teilweise erhebliche
Fortschritte erzielt. Die Gruppen von Yokoyama und Wang erreichten auf verschiedenen
Wegen eine Deletion des RF1, was ihrer Aussage nach zu einer stark verbesserten Effizienz
von Multieinbauten per SCS fihrte (Mukai et al. 2010, Johnson et al. 2011, Johnson et al.
2012). Die Stamme waren jedoch stark wachstumseingeschréankt und es dieses war
abhangig vom benutzten orthogonalen Paar (Heinemann et al. 2012, Ohtake et al. 2012).
Daher schien die ultimative Losung, die TAG Codons + RF1 komplett aus dem Genom zu

entfernen, um die Querreaktion von eingefiuihrten, TAG lesenden, orthogonalen Paar und
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dem Wirtsgenom komplett zu verhindern. Dies erreichte die Gruppe von George Church im
vergangenen Jahr (Lajoie et al. 2013). Allerdings wurde die wirkliche Anwendbarkeit dieses
Stammes fur den effizienten Einbau von nichtkanonischen Aminosauren an TAG Stellen
bisher nicht Uberzeugend gezeigt. Auf3erdem enthalt der Stamm durch seine
Herstellungsmethode (MAGE) eine Vielzahl von ungewollten Mutationen und
Einschrankungen (Antibiotika- Resistenzkassetten im Genom etc.), die die praktische
Anwendung erschweren. Im Laufe des Projekts erhielten wir die Stamme JX33 (RF1 aus
dem Genom entfernt) und C321.AA.exp (RF1 und alle TAG Codons aus dem Genom
entfernt), um sie mit unseren Systemen zu testen (siehe Abschnitt 4.2). Alle Arbeiten an der
SCS Methode waren unmittelbar mit einem praktischen Beispiel verknupft: der
Oberflachenmadifizierung von TTL. Analog dem beschriebenen Beispiel in Abschnitt 2.1.3.2
(Click-Chemie an SPI eingefiihrten Aha Resten in Kombination mit klassischer
Konjugationschemie) sollten mittels SCS verschiedene Oberflachenaminosaurereste
ortsspezifisch als Einzelreste und in Kombination gelabelt werden. Die Einzeleinbauten
konnen in der Folge zur spezifischen Kopplung der Proteine an Oberflachen benutzt werden,
der Mehrfacheinbau z.B. zur artifiziellen Glykosylierung/PEGylierung fur Stabilitdtsstudien.
Es ist bekannt, dass derartige Modifikationen an der Oberflache oft zu Proteinstabilisierung
beitragen (Tang et al. 2001, Srimathi and Jayaraman 2005, Cummings et al. 2013).

4.1 Neue Plasmidsysteme und orthogonale Paare

Zur Durchfilhrung der SCS Experimente sind orthogonale aaRS:tRNA Paare notig.
Entsprechende Plasmide fiir die Koexpression der beiden Komponenten sind zwar in der
Literatur mannigfaltig beschrieben (z.B. von den Gruppen von Peter Schultz, Jason Chin, Lei
Wang und weiteren). Allerdings fehlt all diesen Plasmiddesigns der ganzheitliche, modulare
Ansatz, um leicht verschiedene Plasmide miteinander kombinieren zu kénnen (verschiedene
Origins of replication und Antibiotika-Resistenzen), die Expressionsstarken von aaRS und
tRNA zu modulieren (versch. Promoter und RBS Sequenzen) und Zwei-Plasmidsysteme
leicht in Ein-Plasmidsysteme Uberfuhren zu kdnnen, wenn notig.

Daher haben wir im Zuge dieses Projekts ein modulares Plasmidsystem auf Basis der
pPSEVA Plasmidreihe entwickelt (Silva-Rocha et al. 2013, Durante-Rodriguez et al. 2014).
Diese erlaubt es uns, nicht nur die verschiedensten Origins of replication und Antibiotika-
Resistenzen zu nutzen (diese sind auch geeignet fur die Erweiterung der Einbausysteme auf
andere Spezies), sondern auch von uns neu entwickelte und charakterisierte Teile mit der

wissenschaftlichen Gemeinschaft zu teilen. Alle Teile kénnen durch die vorgegebenen
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Restriktionsschnittstellen in einem einzigen Schritt ausgetauscht werden. Im Laufe der
Arbeiten haben wir die in Tabelle 7 aufgelisteten Module sequenzminimiert, von nicht
kompatiblen Restriktionsschnittstellen bereinigt, deren Funktionalitat getestet und der SEVA
Bibliothek hinzugefiigt. Die einzelnen Module sind als Plasmide beim Entwicklerteam am
Centro Nacional de Biotecnologia in Madrid hinterlegt und der wissenschaftlichen Gemeinde

frei zuganglich. Eine Veroffentlichung dieses ,pSEVA E. coli Toolkits® ist geplant.

Tabelle 7. Module fir die SEVA Bibliothek.

Origins of Replication Promoter
puC tac/lacO + lacl
pBR322 mit ROP T5/lacO+ lacl
p15A T7/lacO+ lacl
pSC101 pBAD + araC

Eine groRRe Zahl von aaRS:tRNA Paaren, unter anderem auf Basis des Methanocaldococcus
jannaschii TyrRS und des Methanosarcina mazei PylRS Systems, wurde mittlerweile
ebenfalls in dieses System Uberfuhrt. Zur Evaluierung der Einbaueffizienz und fir

weiterfihrende Einbaustudien wurden das MjTyrRS System und die MmPyYIRS verwendet.
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4.2 Testvon RF1 freien / TAG freien Staimmen auf
Effizienzverbeserung der Stopcodonsuppression

Der Stamm JX33 (RF1 Knockout Stamm) wurde mit dem MjTyrRS System und dem MmPyIRS
im Vergleich zu einem konventionellen Expressionsstamm BL21(DE3) getestet. Dabei zeigte
sich, dass die in der Literatur beschriebene Suppressionsverbesserung durch den RF1 Knock-
out selbst bei nur einem Stop-Codon in der Sequenz nur fir das PylRS System reproduziert

werden kann (siehe
MjTyrRS Paar + Tyr MmPyIRS Paar + Plk
BL21(DE3) JX33 BL21(DE3) JX33
kDagmm'M ni  wt TAG TAG2 M i wt  TAG TAG2

1 i

1385 s

70— -
-

— — TTL
— - —
TTL — -
EE 2
pQE8OL-TTL + - + - + + 5 E + #
pQESOL-TTL(E105TAG) - + - + - - 3 + = S + "
pNB26'2_tRNATyrCUA-TyrRS(D286R) - + = +

pBU26 1GK_PyIRS_pyIT - - 5 + & i +

IPTG + + + + . + + + - + +

Plk - + + + - + +

Abbildung 7. Western Blots der Suppressionstests des MjTyrRS Systems mit Tyr (A) und des
MmPyYIRS Systems mit PIk (B) jeweils im Vergleich in BL21(DE3) und dem RF1 Ko Stamm JX33.

MjTyrRS Paar + Tyr MmPyIRS Paar + Plk
BL21(DE3) JX33 BL21(DE3) JX33
"M ni wt TAG TAG2 M i wt  TAG TAG2
—
sy
—
4 ———
.« TTL
— ———
L — haand
== 5
pQESOL-TTL + - + - + + - - + +
pQESOL-TTL(E105TAG) - + - + - - + + - - + +
pNB26'2_tRNATyrCUA-TyrRS(D286R) - + - +
pBU26°1GK_PyIRS_pylT - - + o+ - - + o+
IPTG + + + + - + + + - + +
Plk = + + + = + +

Abbildung 7. Western Blots der Suppressionstests des MjTyrRS Systems mit Tyr (A) und des
MmPYIRS Systems mit Plk (B) jeweils im Vergleich in BL21(DE3) und dem RF1 Ko Stamm JX33.

Weitere Studien in unserem Labor haben gezeigt, dass eine erhohte Anzahl von Stopcodons
mit diesem Stamm auch nur sehr ineffizient Gberlesen wird. Im Gegensatz dazu funktioniert

der Stamm C321.AA.exp in Kombination mit dem PyIRS System wesentlich effizienter als in
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einem konventionellen Suppressionsstamm auch bei mehreren Stopcodons in einer
Sequenz (Heuchel et al., In Vorbereitung; vorlaufiger Titel: ,Critical evaluation of orthogonal
translation at different genomic backgrounds®). Mit dem MjTyrRS System ist jedoch auch hier
die Effizienz wesentlich geringer. Es bleibt jedoch festzustellen, dass auch mit diesen
verbesserten Stammen die Proteinausbeute deutlich hinter den Wildtyp Proteinen ohne
Stopcodons zurlckliegt. Dies liegt zum groRen Teil ein der geringen katalytischen Effizienz
der orthogonalen Paare an sich. Daher haben wir im Projektzeitraum eine Vielzahl von
rationalen Mutagenesebibliotheken der einzelnen aaRS:tRNA paare erstellt, um die Effizienz
(Aminosaure Erkennung und Beladung, aaRS — tRNA Erkennung, aaRS — TAG Codon
Erkennung, etc.) weiter zu verbessern. Diese Experimente sind jedoch aufgrund der Vielzahl
der Faktoren im Translationsapparat sehr komplex und haben bisher noch keine
publizierbaren Ergebnisse erbracht.

Im Allgemeinen haben die Entwicklungen der letzten drei Jahre aber einen grof3en Beitrag
zur Effizienzsteigerung der SCS Methode in E. coli gebracht. Der Stamm C321.AA.exp
ermoglicht es, signifikante Mengen an 5 — 6 fach modifizierten Proteinen mit der
Stopcodonsuppressionsmethode zu produzieren (Heuchel et al., In Vorbereitung vorlaufiger
Titel: ,Critical evaluation of orthogonal translation at different genomic backgrounds®). Die
Anwendung der neuen Stdmme auf die Oberflachenmodifizierung mit mehreren Resten in
einem Protein konnte im Projektzeitraum nicht abgeschlossen werden. Aufgrund der sehr
positiven Entwicklung in diesem Bereich werden die Arbeiten aber tGiber den Projektzeitraum

hinaus weitergefihrt.

4.3  Ortsspezifisches Labeling von TTL zur Oberflichenkonjugation

Es wurden aber bereits einige Einzeleinbauten an Oberflachenpositionen der TTL
durchgefihrt (siehe Abbildung 8). Die Proteinausbeute war hier flr die verschiedenen
Oberflachenpositionen sehr unterschiedlich, ein Effekt, der bei beim SCS allgemein sehr
stark auftritt (Hoesl and Budisa 2011).
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A) TTL Struktur und B) Struktur von C) Proteinausbeute
Oberflachenpositionen e-N-Propargyloxy-
carbonyl-lysine (PIK)
D221 .
4 E105 \\ Protein Ausbeute / mg/L
BN L __C-term ik 216
4 o TTL(K25PIk) 16.8
* B K25 >:o TTL(E105PIk) 6.2
HN TTL(D221PIk) 11.9
»\N-term

HO

(e]

Abbildung 8. A) TTL Struktur mit markierten verwendeten Oberflachenpositionen, B) Struktur des
eingebauten Pyl Analog e-N-Propargloxycarbonyllysine (PIk) und C) Ausbeute der Proteinvarianten.
Die Expression erfolgte im RF1 defizienten Stamm JX33, in dem die Proteinausbeute fir
Einzeleinbauten mit dem PyIRS System deutlich erhéht war.

In der Folge wurde versucht, die TTL Varianten mittels Click-Chemie direkt an Azid haltige
Agarose-Beads zu koppeln. Dies scheiterte jedoch vermutlich an einer nicht ausreichenden
Linkerlange der der Azidreste auf den Beads. Um dies zu umgehen wurde ein Azidderivat
von Biotin fiir die Clickreaktion verwendet und die Biotin-TTL (analog der oben genannten
am N-Terminus mit Biotin versehenen TTL) Uber Streptavidin an Agarose-Beads geheftet.
Dies gelang fur TTL(E105Plk) auRerordentlich gut und ohne jegliche Aktivitatseinbuflzen
(siehe Abbildung 9). Daher fuihren wir derzeit Aktivitatsstudien (vorlaufige Ergebnisse sind
auf Abbildungen 10 und 11 dargestellt).

TTL TTL(E105PIk) TTL(E105PIk)-Biotin Abbildung 9. Massenspektren
oo der TTL, TTL(E105PIK),
30182 Da 30265 Da 30521 Da TTL(ElOSPIk)_BIOtIn .
Die theoretischen Massen sind
081 TTL: 30185 Da, TTL(E105PIK):
30266 Da, und TTL(E105PIk)
% 06- ' mit geclicktem Biotin:
i . R ‘ 30520 Da.
% 044 l Plk Einbau Biotin-Clicking ‘I
4 I
IJ‘ \L'.I“ ' ‘
0.2 4 | | [ \ \
{ | |
/A ¢ !‘. | \
0.0 L ' LA T - T
29500 30000 30500 29500 30000 30500 30000 30500 31000

Masse / Da Masse / Da Masse / Da
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E108PIk) +Hi=  E108FIk) HE
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Abbildung 10. Enzymatische Aktivitat verschiedener TTL Kongenere, gemessen bei 75°C fiir jeweils
10 Minuten. Beachtenswert ist, dass der Einbau von Plk auf der Position E 108 nicht die enzymatische
Aktivitat andert. Alle Werte wurden in drei voneinander unabhangigen Messungen ermittelt.

I T I T I T l )

TTL(M83L) -Hs  TTL(MB83L, TTL (MB83L, TTL(MB83L,
E108PIk) -He E108PIk-biotin) -E108PIk-biotin) -
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beads)
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:
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Abbildung 11. Enzymatische Aktivitdt von biotinylierter TTL (in Lésung) und immobilisierte TTL
Kongenere (auf Streptactin Beads). Im Vergleich mit TTL (M83L) mit oder ohne PIk (ersten beiden
Balken) hat das biotinylierte Enzym seine Aktivitat beibehalten. Das pNPP Assay wurde bei 75°C fir
10 Min. durchgefuhrt. Hierbei ist zu beachten, dass diese Temperatur die Bindung zwischen
Streptactin und Biotin destabilisieren kénnte, daher musste die Aktivitdt des immobilisierten Enzyms
nochmals bei niedrigerer Temperatur gemessen werden musste. Alle Werte wurden in drei
voneinander unabhéngigen Messungen ermittelt.
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