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AS-Produktion S—

Extraktion (L-serine, L-proline, L-hydroxyproline, and L-tyrosine)
Synthese

Fermentation (1.500 tons/year glutamic acid)

Enzymatische Katalyse
US% millions
6000
5000
4000
3000
2000

Foend
12% 1000
32% 0

Oihers

1 Crude antiblotics 2 Amino aclds 3 Organic aclds
4 Enzymes & Vitamins & Xanthan

Verwendung von AS

Produktgruppenumsatze ohne Alkohol als groBtes
Produkt



Qo
Produktionsstamme I
Amino acid Strain/mutant Titer (g/1) Estimated yield (g/100 g sucrose)
L-Lysine HCI C. glutamicum B-6 100 40-50
L-Threonine E. colf KY 10935 100 40-50
L-Tryptophan C. giutamicum KY9218/plK 9960 58 20-25
L-Tryptophan E. colf 45 20-25
L-Phenylalanine E. eolf MWPWI304/pMWI16 51 2025
L-Arginine Brevibactertum flaviem AJ12429 36 3040
L-Histidine C. glutamicum F81/pCH99 23 15-20
Ldsoleucine E. coli H-B461 30 2030
L-Serine Methylobacterium sp, MN43 65 3035
L-Valine C. ghutamicum VR 3 99 3040

Generelle Méglichkeiten zur Stammverbesserung:

Isolieren von Wildstammen mit unvollkommen ausgebildeten Regelsystemen; dadurch
schon bei geeigneter Steuerung der Fermentation Uberproduktion (Glu in Corynebakterium
glutamicum)

Auxotrophe Mutanten, die den Effektor der Endprodukthemmung nicht mehr synthetisieren
kédnnen (Uberproduktion von Lysin durch Homoserin bedirftige auxotrophe Mutante von C.
glutamicum)
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Biosynthese der AS aus dem TCC  gpg

Glucose (Aus: W. Fritsche, Mikrobiologie 2. Auflage
1999. Spektrum Akademischer Verlag
Heidelberg-Berlin. )
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Oxalacetat als SchlUsselsubstanz ggg

2Gruppen von AS kommen aus dem TCC, die
Glutamat-Familie (Prolin, Glutamat, Arginin)
Aspartat-Familie (Methionin, Aspartat, Threonin, Isoleucin)

Oxalacetat ist in beiden Fallen eine Schllisselsubstanz zum Aufflillen

Pyruvat-Carboxylase-Reaktion:

Die Carboxylierung von Pyruvat erfordert eine energiereiche Bindung.

Pyrvuvat + CO2 + ATP — Oxalacetat + ADP + Pi

Die Pyruvat-Carboxylase-Reaktion ist typisch flr einige Pseudomonas-Arten,
aber auch fur tierische Gewebe.

Phosphoenolpyruvat-Carboxylase-Reaktion:
Phosphoenolpyruvat + CO2 + H20 — Oxalacetat + Pi

Die Phosphoenolpyruvat-Carboxylase-Reaktion ist offenbar bei Bakterien am
weitesten verbreitet.
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A: Regulation der Aspartokinase bei der Biosynthese von L-Lysin und L-Threonin

in C. glutamicum

B: Konformation der aktiven Aspartokinase mit katalytischen a-Untereinheiten
und regulatorischen b-Untereinheiten und katalysierte Reaktion

C: Konformation der Feedback-inhibierten Aspartokinase mit veranderter Konformation
durch Bindung von L-Threonin und L-Lysin an die regulative Untereinheit (C).



L-Lysin Produktion in C. glutamicum @

seit den 60er Jahren zahlreiche Mutationen an C. glutamicum durchgefihrt,
wobei der urspringliche Ausgangsstamm C. glutamicum ATCC 13032 in
hocheffiziente Produktionsstamme verbessert wurde. Dabei wurden
verschiedene Strategien eingeschlagen.

Stammoptimierung: die nattrlichen Regelungsmechanismen der Zelle auB3er
Kraft setzen, so dass auch bei hohen intrazellularen Konzentrationen eines
Produktes kein Abschalten des Syntheseweges erfolgt. Die unkontrollierte
Produktion fahrt dann zur Akkumulation und Sekretion ins Medium.

klassische und gezielte Stammoptimierung zur
Deregulation der Aspartokinase (Entkopplung von Feedback-Inhibierung),
die sich als Schlissel zur Optimierung der L-Lysin-Produktion gezeigt haben.



Klassischer Weg .

Abschalten der Synthese von L-Threonin, das nicht direkt im L-Lysin-Syntheseweg selber
liegt. In diesem Fall kann die Zelle selber kein L-Threonin synthetisieren (Auxotrophie).
Dadurch entfallt die gemeinsame Feedback-Inhibierung durch L-Lysin und L-Threonin, da L-
Lysin alleine die Aspartokinase nicht regulieren kann.

-auf klassischem Wege durch chemische Zufallsmutagenese und anschlieBende Selektion
auf L-Threonin-Auxotrophie (=Threonin-Bedurftigkeit).

Die Mutante besitzt einen Defekt in der Homoserin-Dehydrogenase, dem ersten

Enzym der L-Threonin-Synthese, kann also kein L-Threonin synthetisieren. Solange L-
Threonin im Medium enthalten ist, ist die Feedback-Inhibierung

der Aspartokinase durch L-Lysin und L-Threonin aktiv, es wird also kein L-Lysin sekretiert.
Erst mit dem Aufbrauchen von L-Threonin beginnt, bei gleichzeitigem Stopp des Wachstums,
die L-Lysin-Uberproduktion.

Vermutlich weisen diese Mutanten neben diesem Defekt weitere unbekannte Mutationen auf,
die unter Umstanden Wachstum und Produktbildung negativ beeinflussen (,Metabolic
Burden®).



Gerichtete Mutation o

FUr die Bildung von L-Lysin wurden gezielt Feedback-resistente Mutanten der
Aspartokinase entwickelt, die von der Feeback-Inhibierung durch L-Threonin und L-Lysin
entkoppelt sind.

Dabei ist durch eine Mutation in der Aminosauresequenz die Konformation des Enzyms so
verandert, dass L-Lysin und L-Threonin nicht mehr an die regulatorische Untereinheit binden
kdnnen.

Dadurch bleibt der Stoffwechselweg auch bei hohen intrazellularen Konzentrationen an L-
Threonin und L-Lysin aktiv (lysC Mutante von C. Glutamicum).
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Zusammenfassung der Stammverbesserung cam
Lysin-Hochproduzenten

@G G0 (A) (B)
goss

ATP

ATP
ADP ADP ADP
Aspartyl-P Aspartyl-P  Aspartyl-P Aspartyl-P

Deregulation von Aspartokinase zur Uberproduktion von L-Lysin:

A: Deregulation durch L-Threonin-Mangel tGber eine Knockout-Mutation der

Homoserin-Dehydrogenase im L-Threonin-Syntheseweg
B: Deregulation Uber eine Mutation der regulatorischen Untereinheit der
Aspartokinase, die Uber eine entsprechende Konformationsanderung keine

Bindung von L-Threonin und L-Lysin mehr erméglicht.



Herstellung von L-Lysin mittels
Fermentation oder Biokatalyse

bevorzugtes Verfahren: Fermentation
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[1] ACL-Racemase:
Achromobacter obae

ACL-Hydrolase:
Cryptococcus laurentii
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Begriffliche Abgrenzung ==

Biotransformationen ..

..setzen definierte Edukte (“precursors”) in einer Serie von definierten (allerdings nicht
immer genau bekannten) Schritten mit Enzymen oder ruhenden Zellen in ein
gewulnschtes (und definiertes) Produkt um.

Fermentationen ..

..tfransformieren Rohmaterialien wie Zucker, Starke, Methanol (u.a.) oder industrielle
Mischsubstrate wie Melasse mittels lebender Zellen in ein gewlnschtes, zum Teil
komplexes Produkt. Anmerkung: Haufig handelt es sich dabei um Produkte des
Priméar- oder Sekundarmetabolismus

Edukt Fermentationen (“precursor fermentations”) ..

..starten mit definierten Edukten und transformieren sie mit lebenden Zellen in das
gewunschte Produkt. Anmerkung: Viele biologische Redoxtransformationen fallen in
diesen Bereich.

Enzymtechnologische Prozesse fallen haufig in den Bereich der Biotransformationen
und Edukt Fermentationen. Weiters werden Enzyme in der Biotechnologie als
Prozesshilfsmittel, in der Analytik und als Therapeutika eingesetzt.

VIBT
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Biotransformationen und Enzymreaktoren

> Bei der Biotransformation werden Substrate durch
Mikroorganismen oder immobilisierte Enzyme modifiziert

> Vorteile von Biotransformationen:

¢ Molekdl-Modifikationen lassen sich unter milden pH- und Temperaturen
durchfihren

+ katalysieren eine Vielzahl von Reaktionstypen
& besitzen groBe Spezifitat

» Nachteile von Biotransformationen
¢ Empfindlichkeit gegen pH und Temp - Archebakterien



Enzyme

Oxidoreduktasen
Oxidations- und Reduktionsreaktionen

Transferasen
Transfer chemischer Gruppen

Hydrolasen
hydrolytische Spaltung von Bindungen

Lyasen
nicht hydrolytische Spaltung von Bindungen

Isomerasen
Anderung der Anordnung von Atomen in Molekdilen

Ligasen
Verbindung von MolekUllen



Biotransformation in Bioreaktoren gum

» Voraussetzung fur die Nutzung von Enzymen:

*

L 4
L 4
L 4
L 4

Biomasse leicht produzierbar

Viel Enzym in der Biomasse vorhanden

Leichte Reinigung des Enzyms

Operative Stabilitdt muss gegeben sein (T, pH, LM-Vertraglichkeit)
Hohe Spezifitat, hohe Aktivitat

» Optimierung von Biokonversionsverfahren:

*

*

Screening neuer geeigneter MOs und Pflanzenzellen mit gewtlnschten
katalytischen Aktivitaten

Optimierung der isolierten Stamme durch klassische
Mutagenese/Selektionsstrategien aber auch mit gentechnischen Verfahren

Verfeinerung der Zichtungsbedingungen und der Produktionsstrategien

Auffinden optimaler Reaktionsbedingungen fur die Umsetzung mit ganzen
Zellen oder der rohen oder gereinigten Enzyme

Technische Lésungen finden (z.B. Regenerierung des Cofaktors,
Immobilisierung)



Oxidoreduktasen =

» Entfernen Wasserstoffatome aus einem Donor-Molekul und tGbertragen
gleichzeitig Wasserstoffatome auf ein Akzeptor-Molekdil.

» Modifikation von Steroiden:
Aus verschiedenen Vorstufen werden Steroide hergestellt, die zu verschiedenen
Produkten modifiziert werden kénnen. 1952 wurde die erste pharmazeutisch
industriell wichtige Reaktion an Steroiden gefunden:

¢ Die 11-alpha-Hydroxylierung von Progesteron

Progesteron

Die mikrobielle Hydroxy-lierung von |
Progesteron  fiohrt zum  11-a-
Hydroxyprogesteron (zumeist

Pilzenzyme)



Oxidoreduktasen L

» Aminosaure-Dehydrogenasen (L-Aminosaure-Dehydrogenasen) bilden
durch reduktive Aminierung von alpha-Ketosauren L-Aminosauren.

» Die Dehydrogenase bendtigt als
Cofaktor NADH

o dieses muss im Prozess regeneriert werden
& meist zu teuer fUr proteinogene AS

Die reduktive Aminierung mit immobilisierter L-Leucin-
Dehydrogenase aus Bacillus species braucht neben
NH; auch noch NADH, das sehr teuer ist und daher
regeneriert werden muss.

Dies wird sehr elegant mit Formiat-Dehydrogenase
(FDH) gemacht, die aus Candida biodinii stammt, wobei
das als Gas entweichende CO, die
Gleichgewichtsreaktion in Richtung des L-Leucins
verschiebt
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Hydrolasen -4
» Penicillin G-Acylase stellt semisynthetisch Penicillin her.
» Ausgangspunkt der Weiterverarbeitung ist zumeist die

6-Aminopenicillansaure, die enzymatisch aus Penicillin G (Herstellung im
FlieBbett-fermentor) mit Penicillin-G-Acylase gewonnen wird.

> exakte Einstellung des pH-Werts nétig, um eine Hydrolyse des beta-Lactamringes
zu verhindern. Ausserdem muss das Enzym véllig frei von beta-Lactamase sein

H
O P O 3
COOH COOH

Penicillin G (Pen G) 6-Aminopenicillansaure
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Lyasen o

> Lyasen spalten von einem Substrat Gruppen tber einen nicht-
hydrolytischen Mechanismus ab, wobei sie eine Doppelbindung
hinterlassen.

> Sie katalysieren in der Umkehrreaktion die Anlagerung einer
Gruppe (H,O, NH,..) an eine Doppelbindung

> Aspartase addiert an die Doppelbindung der Fumarsaure NH,
sodass enantio-selektiv L-Asparaginsaure entsteht. Die L-
Asparaginsre wird hauptsachlich far die Herstellung von Aspartam
benatigt.
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Herstellung von Qu)| VBT
L-Asparaginsaure
mehrstufiger Zellreaktor Aufarbeitung 90-95% Ausheute
immaobilisierte E. coli-Zellen;1,2 M ’ mit H,S504 bei 15°C auf pH 2,8 Halbwertszeit der
Ammoniumfumarat pH 8,5, 37°C Asparaginsaure fillt aus E. coli-Zellen: 2 Jahre
|-|\ /CDOH NH3 T
£_,COOH
C=C \ —» HOOC
—. v Aspartase (immobilisierte E. coli) NH.,

Fumarsaure ist eine ungesattigte Dicarbonsaure, mit dem chemischen
Namen trans-Butendisaure. Das cis-lsomer der Fumarsaure ist die
Maleinsaure. Fumarsaure bzw. Fumarat ist ein intermediares
Oxidationsprodukt des pflanzlichen und tierischen Stoffwechsels
(Citratcyklus, Harnstoffzyklus).




Wichtige Subfamilien der Lyasen: @‘“ Al

Decarboxylasen, Hydrolasen il

» Fumarase (Fumarat-Hydratase) katalysiert die Umwandlung von
Fumarsaure in Apfelsdure (Hydroxycarbonsaure) durch Anlagerung von
H,O an die Doppelbindung (im Zitratcyclus).

Das Bakterium Brevibacterium flavum wird dazu im Carrageenan-Gelen
mit Polyethylenimin immobilisiert.

» L-Aspartat-beta-Decarboxylase aus Pseudomonas dacunhae katalysiert
die Decarboxylierung von L-Aspartat zu L-Alanin. Daher kann L-Alanin
sehr preiswert durch Biotransformation hergestellt werden.
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lsomerasen o

> Isomere sind Molekile gleicher Summenformel aber verschiedener
Strukturformel

» Katalysieren die Umlagerung optischer, geometrischer oder sonstiger
isomerer Verbindungen.

» Glucose-lsomerase isomerisiert Glucose zu Fructose
Glucose-Isomerase isomerisiert auch Xylose zu Xylulose im
Festbetireaktor.
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Tab. 12: Aus GMO fermentativ gewonnene Zusatz-

stoffe oder Zutaten —

Zusatzstoffe oder Zutaten aus GMO
Arginin Guanylat
Leucin [nosinat
soleucin Diacetyl
Lysin (-Carotin
Methionin Fettsauren
Phenylalanin Vitamin B; (Riboflavin)
Threonin Vitamin B+; (Cobalamin)
Tryptophan Natamycin
Glutaminsaure Nisin
so-Ascorbinsdure  Thaumatin




Steroide e

Ein wirtschaftlich erfolgreiches Produkt aus der
Biotransformation ist die Herstellung von Steroiden aus

Sterolen.

Steroide sind eine Gruppe von 10.000 naturlich
vorkommenden und synthetischen Verbindungen, von denen
viele pharmazeutisch eingesetzt werden.

Beispiele sind:
eVitamin D (Calciverol),
eEntziindungshemmer (Corticosteroide)
eOvulationshemmer (Estrogene und Gestagene)
eDigitalis-Glykoside
eDiuretika (Spironolacton)




Steroide — industrielle Synthese emm

1. Chemischer Abbau der Seitenkette aus pflanzlichen Naturstoffen

2. verschieden Typen der Biotransformation:

Der Seitenkettenabbau von beta-Sitosterol zu Androsta-4-en-3,17-dion (AD), Androst-
1,4.dien-3,17-dion (ADD) oder die 11-beta-Hydroxylierung von Cortexolon (Reichstein
Synthese).

meist chemischer Abbau der Seitenketten von pflanzlichen und tierischen Naturstoffen :
Diosgenin pflanzlicher Naturstoff
Gallensauren aus Schlachttierabféllen
Stigmasterol aus Soja

Fir den mikrobiellen Abbau der Seitenketten stammen die Enzyme aus:
Mycobakterium
Nocardia
Arthrobacter
Corynebacterium
Als Ausgangsmaterial wird meist beta-Sitosterol verwendet

3. Totalsynthese von Pregnenolon aus Zucker:

wirtschaftliche Ausbeute gentechnisch optimierter Reaktionen noch nicht ausreichend;
ahnlich der biotechnologischen Herstellung von Ascorbinsaure
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Herstellung von Steroiden gx
Ausgangsstoffe und Umwandlungsschritte

Desoxycholsédure Diosgenin Stigmasterol

l26 Schritte l5 Schritte
OH 4 Schritte .

|||IIIIOi‘|

Cortison

Hydroxylierungsreaktionen
mit Mikroorganismen

Androsta-4-en-3,17-dion (AD)

t | Y

- Sexualhormone

— chemische Schritte
— Fermentation industriell verfiigbhare Ausgangsstoffe




Reichstein Hydroxylierung

— 11p-Hydroxylierung von Reichstein S mit Curvularia lunata
OH OH OH

.uo CO—CHs

0
Re‘chste'n-S-ﬁ-Aceta] Hydr'axj,rcurtisnn-ﬁ-acetat Hydrocortison

durch Acetylierung des Substrats an der 17-Hydroxy-Gruppe wird die
unerwiinschte Hydroxylierung an Position 7o, und 140 unterbunden

Die Biotransformation dieses 17alpha-Acetat-Ester
Substrates in einem Fermentationsprozess erfolgt mit
hoher Regio- und Stereospezifitat.
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Steroidsynthese aus Zuckern gx

mit rekombinanter Backhefe

humane 3[3-Hy-
HO HO droxysteroid-
Dehydrogenase
Pregnenolon Progesteron

[1] Backhefe-Stoffwechsel
einklonierte Gene vom Rind, Menschen und Arabidopsis thaliana

einkloniertes Gen vom Menschen



Reinkulturen =

Reinkulturen sind Voraussetzung fir die Herstellung von

Bakterien

1.Einzelzellen trennen - Kolonien (Klon)
2.Vereinzelung unter dem Mikrokop (Mikromanipulatur)
3.Verdlinnungsausstrich

4 Verdinnungsreihe

Pilze

1.Einspor- bzw. Einzell-kultur
- mit dem Prapariermikroskop
- mit dem Mikromanipulator
- Plattierungsmethoden: Zahlung, Verdlinnungsreihe, ausplattieren
2.Selektive Kultivierungsmethoden
- Bakterielle Infektionen in Pilzkulturen kénnen mit Antibiotika leicht
entfernt werden
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Anlegen von Reinkulturen

Ziel der sterilen (aseptischen) Arbeitstechnik ist:

Die Vermeidung einer Kontamination (=Verunreinigung) von Nahrmedien, Lésungen, Geraten,
Reinkulturen von MO durch unerwiinschte Keime (unbekannte Bakterien, Pilze)

Schutz der Umwelt und arbeitender Personen vor einer Kontamination bzw. Infektion durch die
Versuchskulturen (besonders wichtig bei Arbeiten mit MO ab Sicherheitsstufe 2)

Pilze
Einspor- bzw. Einzell-kultur
- mit dem Prapariermikroskop
- mit dem Mikromanipulator
- Plattierungsmethoden: Zahlung, Verdlinnungsreihe, ausplattieren
Selektive Kultivierungsmethoden

- Bakterielle Infektionen in Pilzkulturen konnen mit Antibiotika leicht entfernt
werden



Haltung und Lagerung b

*Degenerationserscheinungen bei langerer vegetativer Vermehrung
*Temperaturabsenkung nur begrenzt zielfihrend

«Aufbewahrung unter chemisch inerten FlUssigkeiten
Einfrieren in fl. N2 oder bei -70°C unter 10-20% Glycerin
Eintrocknen von Suspensionen unter Vakuum mit Tragermaterial (Sand, Silicagel), Emulgatoren

(Magermilch, oder Serum), und Lagerung bei niedriger Temperatur in verschlossenen Ampullen oder
Exsiccator

Lyophilisation: einfrieren von konzentrierten Zellsuspensionen mit flissigem N,

*Trocknung in Gegenwart von Schutzflissigkeit (Serum, Glycerin) im Vakuum - Mutabilitdt am geringsten
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Herstellung von Zellbanken g—

*Selektion oder Isolierung eines Produktionsstammes
Uberpriifung der kritischen Qualititssicherungsparameter
*Anlegen einer Forschungszellbank (RCB)

*Anlegen einer Master- Zelloank (MCB)

*Anlegen einer Master-Arbeitszellbank (MWCB, WCB)
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Validierung und Kontrolle von Si
Zellbankensystemen

*Durch Validierung soll die Zuverlassigkeit eines Produktionsprozesses demonstriert und
eine vorgegebene Qualitat eines Produktes reproduzierbar garantiert werden

«Zugelassene Produkte dirfen nur aus dem, von der Zulassungsbehérde genehmigten
Zellbankensystem (MCB, WCB) isoliert werden

*Ist die Zellbank erschdpft, muss eine neue MCB erstellt, validiert und genehmigt werden

*Unterteilung in primare Master-Zellbank (master seed lot) und sekundare Arbeitszellbank
(working seed lot)

*Nach GMP (good manufacturing practice) Richtlinien — Schutz von Personal und Material,
Risiko der Kontamination minimiert, kontrollierte Umgebung

sLagerbehalter eindeutig gekennzeichnet, in eigenem Raum
sLagertemperatur kontinuierlich aufzeichnen

*Produktionsstamm ist zumeist eine Kombination aus Wirt und Vektor, deshalb missen die
Stabilitat der Zellelinie und der darin befindliche Vektor geprift werden
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|dentitats-, Qualitats- und Sicherheits- gzmm
kriterien fur MCB und WCB

*Kontrolle auf Reinheit der Zellpopulation (bakterielle Fremdinfektionen, Phagen)
*Kontrolle auf ldentitat

Kontrolle auf Stabilitdt — hauptsachlich Plasmidstabilitat

Produktprifung

*Produktivitat (Quantitat)

«Charakterisierung (Qualitat)
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Stammverbesserung o

MO, die ein bestimmtes verwertbares Produkt herstellen, werden zur Produktion
herangezogen und einer Ertragssteigerung unterzogen

-Stammverbesserung durch genetische Manipulation:
. Eukaryonten - Prokaryonten
. Sexualzyklus - vegetative Vermehrung

. Wissensstand - Grundlagenforschung
Prozessoptimierung

Anderung der duBeren Bedingungen:
. Verfahrensoptimierung

. Reinigungsoptimierung
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Stammverbesserung G

Selektion - vor allem in der Pflanzen- und Tierzlchtung:

Nahrbdden

klimatische Bedingungen

hygienische Verhaltnisse

*Screening:
. Suche nach Hochproduzenten

. Veredelung dieser

*Mutation ist die gewollte Auslosung genetischer Veranderungen

. mit erblicher Konstanz



Mutationen .

«Genmutationen wirken sich auf Expression oder Aktivitat des Genprodukts aus
Punktmutationen verandern Basenpaarungen (Anderung des codons, stopp-codon)
-Rastermutationen verandern den Leseraster oder die codierende Sequenz

s|nsertionen/Deletionen/Translokationen

*Mutationen sind spontane zufallige seltene Ereignisse
«Chemikalien oder Strahlungen erhéhen die Mutationsrate (Mutagenese)
*Primar-Mutationen werden durch (falsche) Reparatur oder Replikation fixiert

*Auswirkung einer Mutation kann durch eine zweite Mutation (Rickmutation oder
Suppressormutation) korrigiert werden

*In einer Population gibt es (viele) verschiedene Allele eines Gens und die Allelfrequenz ist
stabil (bei zuféalliger Paarung)

*Mutationen knnen zu verschiedenen Allel-Typen fihren
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Nucleosidtriphosphat = Nucleotid

Nucleosiddiphosphat = Nucleotid

‘ Nucleosidmonophaosphat = Nucleotid

‘ Nucleosid
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Gentechnik- Struktur der DNA




Mutagene EE
Wirkung Mutagen Typ von Mutation
Zufdllige Seltene Tautomerien Alle Typen von Mutation
Mutationen
Basenanaloga 2-Aminopurin Transition
Bromdeoxyuridin
Alkylierende Dimethylnitrosamin, G-C nach A-T
Mutagene Diethylnitrosamin
n-Methyl-N'-Nitro-N-
Nitrosoguanin
Ethylmethansulfonat G-C nach A-T
Nitrosoguanin
Oxidative Nitrite G-C nach A-T
Desaminierung A-T nach G-C

Interkalierende
Substanzen

Derivate von Acridin,
Ethidiumbromid

Anderung des Leserasters
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Tautomerien -

*Durch Keto-Enoltautomerie kann

*Guanin in der Enolform mit Thymidin paaren; dadurch kommt es von einer G-C Paarung
zu einer A-T Paarung (Transition)

*Durch Umlagerung von der Amino- in die Iminoform kann

*Adenin in der Iminoform mit Cytosin paaren; dadurch kommt es zu einer Transition von A-
Tzu G-C

-Transition ist eine Anderung innerhalb der Purine bzw. Pyrimidine

*Transversion ist der Ubergang von Purinen zu Pyrimidinen

Fehipaarung durch Tautomerie von Purinen I Fehlpaarung durch Tawtomerie von Purinen I

: : s
i e | O
Geeanin ]

Adenin

Ketoform WeMienisil R Aminoform Aminoform Ketaform
H v |.-i.uri'nafami I0.000 x so hdufig wie Irrlf.lwr'ar.'u| A=
Ketoform 10.000 x so haufig wie Enolform | == e
A=T " b=
|
Greamnin e g Thymin Adenin i F
Enolform ﬁf Ketoform Iminofarm R Aminoforn



Basenanaloga

Mutagene Wirkung ven 5-Bromuracil {(5-6U)

| TS
g \H; (wie Thymin)
Adenin 0 7 5-5U

Ketaform

Tantomerie

{wie Cvtosin)
TN 5-RU
Enolform

/

Mutagene Wirkung von 2-Aminopurin (2-AF)

(wie Adeninl R
2-AP
Aminoform

Tautomerie

(wig Guimmin)
2-AP
Iminoform
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N
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Alkylierende Mutagene G

*Durch Methylierung der Ketogruppe am G paart dieses dann mit T
Beispiele fur alk. Mutagene

*Dimethylnitrosamin, Diethylnitrosamin, Epoxy-Verbindungen, MNNG

Alkylierende Verbindungen Wirkung
z.B. Ethylmethansulfonat (EMS) GHORIN fvor aiiem)
0 > Ethyl-0™Guanin

Il Mutagene Wirkung von Ethyvimethansulfonat (EMS)
Hi£ —5 — 0 — CH. — CH;

I " : = o
0
e |
R
Granin i P, -5
= EMS ethyliert 0°
— mﬂ’ ng:'ﬁi' }F-Hmfkm
l' (Poaring miit Thyrnin)
=—="T CH;

Ethyl-0™Gwanin _ ) o Thymin
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Fehlpaarung durch Desaminierung cam

«Durch oxidative Desaminierung

~entsteht aus Cytosin Uracil, das dann statt mit G, mit A paart

*An diese NH, Gruppe wird
durch Nitrit eine Azoverbindung

Fehlpaarung durch Desaminierung von Basen I
; / gebildet, die sich dann unter N,
. / \ Abspaltung in das Urazil
| |

k umlagert
| T
=, 9 /
[ \-‘_F _ rd
Guanin A
H .- - —
Dasaminiering =
'h'—H/—ﬂ‘\'l o =¥
| J'I {
-|L|I_I / ':': }
R : L -'.l-.
Adenin n : - Wracil
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Interkalierende Substanzen

-Basenveranderung hat hohe Revertantenhaufigkeit

Interkalierende Substanzen (Acridinfarbstoffe - Proflavin)

. durch Einlagerung in die DNA oft Rasterschub

0] 0]
Lo
L-Methylvalit‘l L—Malthylvalin
ot ol
Sarcosin Sarclosin
0==+ é::O
0 L-Prolin L-Prt‘)lin 0
od o
p-Valin n-Va[Iin
O==$ %-*0
I—‘ L-Threonin L-Threonin —
C=0 0:(‘:
--*I' 4 ,,/N:-;Q\ s ‘\:.;-;_‘, NH,
g o de L
\[ - \“O"”‘\\‘ o
CH, CH,

Phenoxazonring
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Physikalische Mutagenese @Ku

*Rontgenstrahlung (durch Muller 1927 entdeckt)
. sehr stark

. Briiche und Deletionen am Chromosom, weniger Punktmutationen

*UV-Strahlung (Knapp 1938, DNA absorbiert bei 260 nm)

. Punktmutationen - Thymin-dimerisierung

*Radioisotope
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Ortsspezifische Mutagenese @
Cll

. ) . . * Schritt 1 +Plasmid (methyliert) mit
*Verschiedene Kits bieten die Plasmid Prep zu mutierender Position
Moglichkeit der Oligonukleotid-
vermittelten gerichteten Mutagenese |

+ Schritt 2 +» Mutationsprimer paaren
Thermocycling mit dem Plasmid
- *Verldangerung der Primer
«Anderung der Eigenschaften von s plern
Proteinen (protein engineering):
pH-Optimum
+ Thermostabilitét oVt bl

. Endprodukt-Hemmung

° SUbStratS peZIfI’[a’[ Schri * Transformation in E. coli
* Schritt 4 - Einzelstrangbriiche
Transformation werden repariert



Verfahren zur Isolation Qo
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von Mutationen
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Mutantentyp

Anreicherung

Erkennungstest

auxotrophe

resistente

Bakterien

Pilze

Bakterien und
Pilze

a) Anzucht in Minimalmedium mit
Zusatz eines Antibioticums, das
nur auf wachsende Zellen wirkt
(z. B. Penicillin)

a) s. Bakterien

b} Anzucht in Minimalmedium und
Abfiltrieren der gekeimten My-
zelien

Ausplattieren einer grofen Zahl von
Zellen auf feste Nahrboden mit Zu-
satz des hemmenden Stoffes

Ausplattieren auf Komplettmedium
und Uberstempeln (Lederberg-Tech-
nik) auf Minimalmedium mit ver-
schiedenen Supplementen

Ausplattieren auf Komplettmedium
und mit Filterpapier-Replica-Technik
auf Minimalmedium iiberstempeln.
Test der Verdachtigen auf Minimal-
medium mit verschiedenen
Supplementen

direkt, da nur die Resistenten in
Kolonien heranwachsen



*Das Femdgen wird unter Kontrolle
einer effizienten Transkriptionseinheit
(Promotor) gestellt

*Der Transkriptionterminator in 3 zum
Zielgen, bricht die Transkription ab
und verhindert dadurch unnétig lange
mRNAs Sicherstellen der Translation

*Die Signalsequenz (leader) leitet das
translatierte Protein an einen
bestimmten Ort, Bakterien tragen oft
keinen leader, dadurch bleibt das
exprimierte Protein im Cytoplasna und
bildet inclusion bodies (IBs)

Isolierung eines Gens aus
einem héheren Organismus

Kombination des Gens mit
Transkriptions-Kontrolleinheiten
aus dem Ziel-Organismus

Promotor Terminator

Ziel-Organismus

Einbringen der DNA in den
(Transformation)

Transkri pﬁun

@ lation
Prolein

Sekretion?




Ubertragermolekiile fiir Fremd-DNA e

*Autologe Genexpression: das zu exprimierende Gen wird von der Zelle selbst
codiert

*Heterologe Genexpression: das zu exprimierende Gen kommt aus einem
Fremdgenom

*Plasmide sind extrachromosomale, circulare DNA Abschnitte, die nur nicht
essentielle Gene ursprlinglich tragen. Aus E.coli hat man bereits 300 nattrliche
Plasmide isoliert.

*Virale DNA

*Cosmide enthalten das cos-Gen, das zum Verpacken in den lambda Phagen
bendtigt wird, sodass man auch eine Infektion durchfiihren kann und 30-40 kbp
Stlcke effizient klonieren kann

*Phagmide sind Klonierungsvektoren, die sowohl als Plasmid als auch als
Bakteriophage replizieren kann, sie tragen einen Bakteriophagen-ori. Bei Infektion
mit Helferphagen, wird das Phagmid gemeinsam mit der Phagen DNA repliziert und
verpackt



Waschmittelproteasen G

«Struktur Subtilisin

Subtilisin Carlsberg (1sbc) bei 0,23 nm. Rot: _
Katalytische Triade (Ser, Asp, His); griin: Met222

@ku VIBT
of BioTechnalogy
*Expressionsvektor
Protease-
Promotor
:_\ . Ol
Subtilisin \
Terminator Ox, Selektions-

o
s, - marker
N T———— /

e e
e

Plasmid zur Expression von Subtilisin Carlsberg
in Hochleistungsstammen von Bacillus lentus



Qo

Enzyme in Waschmitteln ]

*Waschmittelbestandteile *Waschbedingungen
*Anionische, nicht-ionische oder selten .
o . pH 10
kationische Tenside
_ *30-90°C
*Komplexbildner
: : 30 - 60 min
Bleichmittel
*Enzyme
Proteasen Vor ca. 100 Jahren setzte Otto R6hm erstmals
Pankreas-Enzyme zur Losung von EiweiBschmutz
Cellulasen . : :
den Waschmitteln zu. Seit 1960 werden alkalische
‘Lipasen Proteasen aus Bacillus Stimmen verwendet, die
-Amylasen seither durch ,protein engineering® verbessert

wurden und durch Cellulasen, Lipasen und
Amylasen erganzt werden.
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Enzyme in Waschmitteln EE

*Es werden ausschlieBlich Serin-Proteasen (Subtilisine) aus Bacillus-Stdmmen
verwendet. Friher erfolgte die Produkt- und Stammverbesserung durch Mutagenese und
Selektion von Hochleistungsmutanten. Heute werden nur noch rekombinante Bacillus-
Stamme mit Mehrfachkopien des Protease-Gens und starken Promotoren verwendet.
Durch gezielte Mutagenese sind moderne Waschmittel-Proteasen stabiler gegen
Komplexbildner. So wurde das oxidationslabile Met222 ausgetauscht.

*Bei der Fermentation wird nach Anzucht der Zellmasse die Protease-Bildung meist durch
Zugabe des promoterspezifischen Induktors eingeleitet, und ist nach spatestens 72
Stunden abgeschlossen. Dann kommt die Zellmassenabtrennung durch Separateren und
Filtration, und das extrazellulare Enzym wird durch Fallung und Ultrafiltration konzentriert
und partiell gereinigt. Diese Enzyme kdnnen nach wiederholter Inhalation allergische
Reaktionen auslésen und missen deshalb als verkapselte und staubfreie Granulate
eingesetzt werden. Dazu wird das Enzym mit Zuschlagstoffen wie Salzen, Wachsen oder
Stabilisatoren in schnell laufenden Mischern granuliert oder im Wirbelschichtverfahren auf
ein Kernpartikel aufgespriht. Die Granulate werden mit einer Coating-schicht von Wachs
und Pigment verkapselt. Dadurch wurde in umfangreichen Hautstudien keine Allergie
mehr nachgewiesen. Andere mégliche (nicht) verwendete Proteasen sind Cystin-
Proteasen, Carboxy-Proteasen, Metalloproteasen.



Bakterielle Promotoren

I———)-
-Elﬁ -1II:} -+]‘f
5'—....TCTTGACA......... 'TATATT.....CAT.....—3 Konsensussequenz

RpR A et d

4, : TATA-Box /

i : Pribnow-Box

L i ] i ! i

GT :? : Egcﬁ Mutationen mit
. Deletion eines P geringer Wirkung
' Nukleotids ; auf Transkription
GCAGT CGAT C. Mutationen mit
A TG AT : starker Wirkung

auf Transkription

cis-wirksame Kontrollelemente

NS Par T

A s
Fromotor Terminator Promotor Terminator
Expression Expression

\ //@ HEF]FESSDF

trans-wirksames Kontrollelement
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Bakterielle Promotoren

*Der Promotor ist eine kurze Sequenz vor dem Zielgen, damit die bakterielle RNA-
Polymerase binden kann (Transkriptionskontrolleinheit, Promotor). Der Promotor gibt vor
wie stark die RNA-Polymerase gebunden wird (Affinitat), und das Gen entsprechend
effizienter abgelesen wird.

*Das erste nt, das in RNA Uberschrieben wird bezeichnet man als +1 Initiationsnukleotid,
die Nukleotide, die stromaufwarts davon liegen werden entsprechend dem Zahlenstrahl
nummeriert.

*Ein typischer E.coli Promotor:

*Die -10 Region (upstream von der Transkriptionsinitiation) ist bei allen E.coli Promotoren
sehr dhnlich (Konsensus-Sequenz) und lautet 5-TATATT-3‘ (TATA-Box, oder Pribnow-
Box). Veranderungen in der Konsensus Sequenz beeintrachtigen die Promotorstéarke.

*Die Konsensus-Sequenz fir die -35 Region lautet 5-TTGACA-3'.

*Ein Promotor ist ein typische Beispiel fur ein Cis-wirksames Kontrollelement. Das Element
muss sich immer in einer ganz bestimmten Position relativ zu dem Bereich befinden, den
es kontrolliert.

*Andere Kontrollelemente kbnnen ein Gen von AuBen beeinflussen. Das sind
Repressoren. Ein Repressor entfaltet seine Wirkung als Protein, das an eine
Transkriptionseinheit bindet, sodass diese nicht mehr exprimiert werden kann.
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Transkriptions-Termination G

5'—mmmm TCCCAGAGCCGCCAGTTCCCGCTGGCGGCATTTT a3
3'—mmm AGGGTCTCGGCGGTCAAGGGCGACCGCCGTAAAAIES—5'

DNA By - /

l Palindrom

Transkription

5B UCCCAGAGCCGCCAGUUCCCGCTGGCGGCAUUUU—QOHT
RANA
l schnelle Faltung der RNA

cc
u c
U_.G

5' N UCCCAGAG CA OH3'

Abbruch der Transkription
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Transkriptions-Termination ggg

Die Transkription verlauft vom Nukleotid +1 bis zu der Stelle, die von der RNA-
Polymerase als Transkriptions-Termination erkannt wird;

dort fallt die RNA-Polymerase von der Matrizen-DNA ab und steht flr eine neue
Transkriptionsrunde zur Verfigung.

*Als Transkriptionsterminator wird in E.coli eine Sequenz erkannt die aus einer
Palindromsequenz, gefolgt von mehreren U-Nukleotiden (auf der synthetisierten RNA)
besteht.

*Promotor, codierende Region und Terminator gemeinsam heiBen Operon (genetische
Arbeitseinheit, die DNA in RNA Ubersetzt).

*In Prokaryonten werden oft mehrere Gene von einem Promotor und einem Terminator
kontrolliert (polycistronisch).

*Die mRNA ist dann entsprechend langer und das Gen heiBt auch Cistron.
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ranslations-Initiation CE

A DNA 5'-nicht-codierender Bereich Translationsstart
Promotor  codierender Bereich / Gen / Cistron  Terminator I 1T >
e .

I 5' A GGAGGUAAUAUUU AUGHEE 7'
Operon | RMNA | ——
l Transkription Sh:nse-Dalgamﬂ—
BRNA equenz
Ls=amam besic s s ——ems s goiprs)
l( Translation mPAG
|8 Protein mﬁﬂc AGTHEG
C-G
B U-A
DNA . _ G U
Promotor Gen 1 Gen 2 Gen 3 Terminator 3 'Erﬁaesd%'rf’cm - gﬁ
L TR T RN B
! — A G-C
polycistronisches Operon | U-A
l Transkription g_ﬂ
ANA 3'0OH—AUUCCUCCACUAG G '

S 40000 oSS
RN

an /AGGAGGUAA
| fine- .U
Protein 1'@ -@ -@ Protein 3 5 S Jréeegfé%imﬂ AU

Protein 2 U
U AUG -
5'-Ende der mRNA 2
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Die Translationsinitiation

5'-Ende der mRBNA

5 m—GGAGGUAAUAUUU AUG S 3 i 1
GTP )

UAC
5 AGGAGGUAAUAUUU AUG s 3

2 \

3 5 .

fmet-tRNAM™®!

U EErOOrHon
U000
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Die Translationselongation

M Aminoacyl-tRNA

R-ZX 2 R 2R 2 T 9o @«

Peptidy-RANA| | EF-Ju aTP EF-Tu GDP h GTP GDP
ik uuc A A EFGH /_ e

5'—m— UUGACGAAGUAGUCCCAGA 5'— s UUGACGAAGUAGUCCCAGA 5 s UUGACG
G

l:'ﬂ Pl

i: { ey --;:-"._';-' -,'
AAGUAGUCCCAGA

keine Aminoacyl-tRNA flir
UAG vorhanden

" RF GTP

Y mon000
© OO0
Y o000

Dissoziation des s
Translationskomplexes A,

- Qo « < = o yucACA R RRD Lo

5 sEmUUGACGAAGUAGUCCCAGAGCCGC mmmmms 3 ~ RBE  GDP

mRBNA
B

30S

Polypeptid

W _ OO0 P
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Translationsinitiation, -elongation em

Neben der Transkription in RNA brauchen wir anschlieBend die Translation zur Ubersetzung
in Proteine.

*Auch hier gibt es Kontrollelemente, die 1974 entdeckt wurden.

Die Shine-Dalgarno-Sequenz sind 8 Nukleotide oberhalb des Translationsinitiations-Codons
und ist die ribosomale Bindungsstelle (Cis-acting sequence).

*Die Konsensus-Sequenz (5'-AGGAGG-3) sollte mdglichst exakt stimmen, aber auch der
Abstand zum Translationsstart ist wichtig.

*Die S/D Sequenz ist komplementéar zu einem Sequenzbereich in der 16S-ribosomalen RNA
(rRNA).

Uber diese Komplementaritéat werden die Ribosomen gewissermaBen auf die mRNA
aufgefadelt.

*Durch Transacylierung wird die AS Methionin von der fmet-tRNA an die alpha-Aminogruppe
der benachbarten Aminosaure ankondensiert. Die deacylierte tRNAfmet dissoziiert von der P-
Stelle (Peptidylstelle) des Ribosoms ab, und das Ribosom bewegt sich auf der mRNA um ein
Codon weiter. Die Translokation verbraucht ein weiteres Molekil GTP und wird durch den
Elongationsfaktor G katalysiert. Nun befindet sich eine tRNA mit einem Dipeptid an seinem 3*-
Ende an der ribosomale P-Stelle, und die A-Stelle ist fr die n&chste beladene tRNA gerdumt.

VIB

T
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Translationstermination und -suppression

Suppressor-tRNA Aminoacyl-tRNA

QP « T, Qo®P « « ?,

Peptidyl-tRNA \ } _ EF-‘TEI GTP EF-Tu GDP EF-Tu GTP EF-Tu GDP
il : Aucs. 7 % AGG ~. 7
5' — UUGACG"EEE:U}A&'UCCCAGA 5 — uumcdﬁ.ﬂg \ ﬁ:giit:CCAGA USW-
G

W o oO00n
et [slolels

*UAG, UGA und UAA besitzen keine passenden tRNAs, daher kommt es zum
Kettenabbruch

*Suppressorstdmme besitzen mutierte tRNAs, die diese Codons als ,sense-
codons® erkennen kénnen



Regulierbare Promotoren

Bakterien- N
dichte A
A A
lag-Phase logarithmische stationére ;
Phase Phase Zeit
—— Repressian i| Jnduktionﬁ{

A
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Wachstum auf Glucose
Promotor

Transkription

Operator

00

fac-Repressor

keine Glucose vorhanden
Promotor Operator

oAn

&

l Transkription

Induktor Translahoni

e >

Transacetylase

=

F-Galactosidase

I"'_: rneases



Der lac-Promotor b

Oft ist es nicht erwiinscht, dass Fremdproteine in allen Wachstumsphasen der Wirts%
exprimiert werden.

*Durch Einsatz regulierbarer Promotoren kann die Transkriptionsrate von Aussen gesteuert
werden und entweder angeschaltet (induziert) oder abgedreht (reprimiert) werden.

*Promotoren die standig angeschaltet sind heiBen konstitutive Promotoren.

*Regulierbare Promotoren erlauben eine wachstumsunabhangige Expression eines
rekombinanten Proteins.

Einer der bekanntesten regulierbaren Promotoren ist der Promotor des Laktose-Operons (lac-
Operon).

*Das Lac-Operon ist ein polycistronisches Operon, das fur drei Enzyme codiert, die E.coli fur
die Verwertung von Laktose bendtigt.

*Solange Glucose als C-Quelle vorhanden ist werden keine Enzyme synthetisiert, die andere
Zucker abbauen kénnen. Das lac-Operon ist eine genetische Informationseinheit, die far
Zucker verwertende Enzyme, die beta-Galaktosidase codiert. Erst wenn keine Glc mehr
vorhanden ist wird Lac verwertet.

*Das lac-Operon wird sowohl negativ als auch positiv reguliert.

Die negativ-Regulation basiert auf DNA Ebene, Uber ein palindromisches Sequenzmotiv aus
35 Basenpaaren das tw mit dem Promotor des lac-Operons Uberlappt. An dieses Motiv binden
als Tetramer vier Kopien des sogenannten lac-Repressors, der immer vorhanden ist
(konstitutiv gebildet). Durch die Bindung des lac-Repressors an den lac-Operator wird die
Transkription des lac-Operons verhindert; es ist unter normalen Bedingungen abgeschaltet.



Regulation des lac-Operons

5'— s TGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACA memmmsn—3'
3'—mmmmmm ACACACCTTAACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGT msmmnn—5'

< ] 1 >

Palindrom
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A

Wachstum auf Glucose

Promotor
ie s snni |
Operator Transkription
lac-Repressor
CRP
S K cAMP

' ** keine Glucose vorhanden,
; intrazellulares cAMP steigt

Promotor Operator

&

Transkription

-~

Indukior Translation

-

.

=S

Transacetylase

&

3-Galactosidase Permease
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Der lac-Promotor - Induktion T

*Der Induktor signalisiert der Zelle, dass die Aktivierung eines reprimierten Operons
erforderlich ist.

*Der Induktor erkennt den Repressor, der das Operon blockiert, bindet an ihn und &ndert
dadurch die Konformation des Repressors.

*Dadurch verliert der Repressor die Affinitdt zum Operator, dissoziiert von seiner
Bindungsstelle ab und gibt das Operon zur Transkription frei. Als Induktor flr das lac-
Operon dient Lactose bzw Allolactose (1-6-O-beta-D-Galactopyranosyl-D-glucose) oder
andere Galaktoside, also Substrate der beta-Galaktosidase. Es gibt auch Induktoren far
das lac-Operon, die dem Enzym ein Substrat vortduschen, die aber von ihm nicht
gespalten werden konnen. Der starkste Induktor ist ein solches Pseudosubstrat, Isopropyl-
beta-D-thiogalactosid (IPTG), das wegen seiner thioglykosidischen Bindung nicht
gespalten werden kann.

*Neben der negativ-Regulation unterliegt das lac-Operon aber auch einer positiven
Regulation.

*Diese heif3t Katabolit-Aktivierung. Sie beruht darauf, dass in Abwesenheit von Glucose
die intrazellulare Konzentration von cAMP (Adenosin-3‘,5'-Monophosphat) ansteigt.

In jedem Hungerzustand steigt die cAMP Konzentration an, daher kann man cAMP auch
als ubiquitares Hungersignal bezeichnen. Ein Teil dieses cAMP bindet an das 210 AS
lange CRP (cAMP-Rezeptorprotein), wobei 2 dieser mit cAMP beladenen Proteinkopien
oberhalb des lac-Promotors binden.
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Regulation des lac-Promotors gi

«Induktoren flr die Konformationsanderung des Repressors
Lactose
Allolactose
«andere Galactoside, die Substrate der beta-Galaktosidase sind
*IPTG, als Induktor der nicht verbraucht wird, da er nicht gespalten werden kann

*Positive Regulation des lac-Operons
*cAMP ist ein ubiquitares Hungersignal, und steigt bei Glc-Mangel an

-cAMP bindet an das CRP (cAMP-Rezeptorprotein), und erhéht die Affinitat der RNA-
Polymerase zum lac-Promotor



