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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Leben in extremer Umwelt

Mikroorganismen sind konkurrenzlos in ihrer Anpassung an verschiedene Formen von
umweltbedingtem physikalischen und chemischen Stre8. Es finden sich

hochspezialisierte Extremophile oft obligat an den extremsten Standorten.

So vollziehen sich unterschiedliche Moglichkeiten von Leben, beispielsweise unter
auBlergewohnlichen Temperaturen, lediglich mit der Einschrinkung, dal Wasser
vorhanden und darin geldste Néahrstoffe verfligbar bzw. physiologische Reaktionen

moglich sind (Singleton und Amelunxen, 1973).

Die Differenzierung dieser Mikroorganismen entsprechend ihrer Temperaturanspriiche
reicht von den Psychrophilen, kilteliebenden Organismen, {iiber gemaBigte
Temperaturen liebende Organismen, den Mesophilen, hin zu den hitzeresistenten
Thermophilen. Wéhrend das Wachstumsoptimum psychrophiler Organismen
unterhalb von 20°C und das von mesophilen Organismen zwischen 20 und 35°C liegt,
zeichnet Thermophilie das Wachstum von Organismen gerade bei erhohten
Temperaturen aus. So konnen Thermophile als thermotolerante Organismen
(45-50°C), fakultativ Thermophile (50-65°C) und obligat thermophile Organismen,
mit den hochsten Wachstumsraten bei 65-70°C, existieren (Farrell und Campbell,
1969). Extrem Thermophile zeigen bevorzugtes Wachstum bei Temperaturen von

70°C und hoher.

Thermophile Arten finden sich in fast allen Bakterienarten. Sie konnen aerob, anaerob
oder fakultativ aerob sein, und sie verwenden dhnliche Kohlen-und Stickstoffquellen
wie ihre mesophilen Aquivalente. Thre Lebensriume sind hauptsichlich heife Quellen

oder aber Vulkane. Neben diesen Habitaten finden sie sich auf Kohlenhalden,
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Kompostplatzen (Zeikus, 1979) oder auch in Heilwasseraufbereitern (Brock, 1967)

und in verschmutzten Fliissen (Degryse, 1978).

Innerhalb der Thermophilen lassen sich weitere Gruppen extremer Okosysteme
unterscheiden. Als Bewohner von sauren heilen Quellen vulkanischen Ursprungs sind
aerobe und anaerobe Arten anzutreffen, welche Schwefelverbindungen zu oxidieren
vermOgen. Die Produkte von sulfatproduzierenden Organismen werden, wiederum mit
Hilfe weiterer anaerober thermophiler sulfatreduzierenden Arten, unter Bildung von

Schwefelwasserstoff verwertet.

Auch innerhalb der Gruppe der Methanbildner sind neben mesophilen Arten
Thermophile anzutreffen. Sie sind strikt anaerob und leben infolge dieser

Eigenschaften in Siimpfen, Tiimpeln und dhnlichen Habitaten.

Halophilie kennzeichnet die Anpassung von Mikroorganismen an hochkonzentrierte
Salzlésungen, wie sie beispielsweise in Salzseen oder Salzgdrten anzutreffen sind.
Barophile Organismen hingegen leben unter Konditionen hohen hydrostatischen

Druckes in marinen Lebensrdumen.

Die heutigen Untersuchungen zur Aufzeigung evolutiondrer Verwandtschaften der
Organismen bedienen sich bevorzugt molekulargenetischer Methoden, da die
Sequenzen bestimmter Molekiile geniligend konserviert sind, um molekulare
phylogenetische Verwandtschaften aus ihnen ableiten zu konnen. Ribosomale RNA
schien infolge hoher funktioneller und genetischer Konstanz als universeller Marker
besonders geeignet. Die Katalogisierung der Nucleotidsequenzen der 16S rRNA und
18S rRNA und die daraus ermittelten Ahnlichkeitskoeffizienten fiihrten schlieBlich zur
Erstellung eines universellen phylogenetischen Stammbaums. Abbildung 1 zeigt den
auf TRNA basierenden universellen Stammbaum. Er vermittelt einen Uberblick iiber
die Evolution der Zelle, welche stetig einem horizontalen Genflow unterworfen war.

So lebten Bakterien nach heutigem Wissen vor iiber 3 Milliarden Jahren im
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prabiotischen chemischen Stadium und entwickelten sich {iber ein Vorlauferstadium
hin zu den Vorlaufern der Doménen der Eubakterien, Archaebakterien und

Eukaryonten.

Ein groBer Anteil der untersuchten Vertreter der Extremophilen wird taxonomisch den
Archaebakterien zugeordnet, deren Name auf die Annahme hinweist, da jene
extremen Umweltbedingungen die Zustinde wiederspiegeln, welche vor 3-4
Milliarden Jahren, in archaischen Zeiten, vorherrschten. Phanotypisch umfaf3t die
Gruppe der Archae vier metabolische Typen, die Methanogenen, die extrem

Halophilen, die Sulfothermophilen sowie thermophile sulfatreduzierende Arten.

Zusitzlich finden sich Extremophile im Reich der Eubakterien, deren Phénotyp
gleichfalls liber den genannten Zeitraum von wenigstens 3 Milliarden Jahre stabil und

invariant war (Woese, 2000; Woese, 1996; Woese und Fox, 1977).

Bakterien Archae Eukaryonten

Animala

G Entamoehas
al
nanssufur

tactera Fungi

Euryarchaeota

Mettanosarcina Haloarchaes Manis

Crenarchaania
IMaontanobectenksm
Ifethana-

Themmoproteus  cocews

Cyanabactesa Flacyediates

Cillntes

Flavabactarin
Trichomonads

Theen

[hponanads
Mlerasparidis

D 1EAE Carmier. Bioingy

Abb. 1: Universeller phylogenetischer Stammbaum, basierend auf ribosomaler RNA (Woese,
1996).
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1.2 Einordnung der untersuchten Bakterienarten

Im Zusammenhang mit dem zuvor aufgezeigten phylogenetischen Stammbaum sollen
vorweg die im Laufe der Zeit vorgenommenen Klassifizierungen der in dieser Arbeit
untersuchten Bakterienstimme erldutert werden. Die Einordnung des Bakterienstamms
Thermus thermophilus HBS8 erfolgte in fritheren Studien gemiB der kiinstlichen
Klassifizierung, welche Verwandtschaften aufgrund ihren Ahnlichkeiten nach
morphologischen, cytologischen und physiologischen Kriterien identifizierte. Das
System bezieht sich auf die Benutzung eines Bestimmungsschliissels, der in Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology dokumentiert ist (Breed et al., 1957,

Murray et al., 1984).

So wurde das Bakterium vorldufig der Gattung Flavobacterium zugeordnet.
T. thermophilus HBS zeigte zwar entsprechende Merkmale, welche fiir einige Stdmme
von Flavobacterium beschrieben wurden, unterschied sich jedoch ganz wesentlich
durch die Wachstumstemperatur (Breed et al., 1957). Spiter erfolgte, aufgrund
verschiedener gemeinsamer Merkmale, die Zuordnung des Stamms zur Gattung
Thermus. Da jedoch wiederum Merkmalsunterschiede zu Thermus aquaticus YT-1
vorhanden waren, z.B. was den morphologischen Aufbau der Zellen angeht, wurde er

als separate Art als 7. thermophilus HBS bezeichnet.

Die Einordnung von 7. thermophilus HBS wurde in Anlehnung an Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology, Volume 1, 1984, in Sektion 4 vorgenommen, welche die
Gruppe der Gram-negativen aeroben Stdbchen und Kokken repriasentiert (Murray
et al., 1984). Innerhalb der Gattung Thermus liegt der Stamm 7. thermophilus HBS als
unbewegliches Gram-negatives aerobes Stabchen mit etwa 0,5-3,0 um Léinge vor. Die
Zellen wachsen einzeln und in Ketten. Sie bilden gelbe bis orangefarbene Kolonien.
Die Pigmente sind Carotinoide, welche mit der Zellwand assoziiert sind. Im
eingesetzten Kulturmedium sind die Carotinoide unloslich. Thermus-Stamme sind
generell unbefdhigt, Endosporen zu bilden. Das Temperaturoptimum des

Eubakteriums liegt bei 65-72°C, das Temperaturmaximum bei 85°C und das
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Minimum bei 47°C. Der Guanin- und Cytosingehalt der DNA liegt bei 69 mol % des
DNA-Hydrolysats, und der Adenin- und Thymingehalt stellt 31 mol %, da keine
andere Base im Hydrolysat entdeckt wurde. Die Schmelztemperatur wurde auf 97,5°C
festgestellt und die Dichte im Césiumclorid-Gradienten als 1,727 g/cm’ bestimmt .
T. thermophilus HBS ist sensitiv gegeniiber zahlreichen Antibiotika. Gelatinehydrolyse
wurde nachgewiesen. Das pH-Optimum zeichnet sich im neutralen bis alkalischen
Bereich ab, d.h. bei Raumtemperatur liegt das pH-Optimum bei 7,5 und bei 75°C bei
pH 7,0. Die optimale Konzentration an NaCl fiir das Wachstum in Pepton-Hefeextrakt
betrdgt 0,2-0,3 %. Die Generationszeit betrdgt unter kriftigem Schiitteln 1m

zuvor genannten Medium 18-20 Minuten. In der stationdren Phase betrdgt die

Zelldichte 8+10° Zellen/ml (Oshima und Imahori, 1974).

Phylogenetische Analysen, basierend auf 16S rRNA-Sequenzen, bestétigten, dall eine
Verwandtschaft der Gattung Thermus mit eubakteriellen Thermophilen wie z.B.
Thermotoga maritima und Thermomicrobium roseum besteht (Weisburg et al., 1989).
Die Einordnung der Gattung Thermus konnte somit in diesem Bereich innerhalb des
phylogenetischen = Stammbaums erfolgen, welche evolutiondr die dltesten
eubakteriellen Stammbaumlinien darstellen. Ferner konnte gezeigt werden, dafl die
urspriinglichen Eubakterien alle thermophil waren, und von einem gemeinsamen
thermophilen Vorfahren abstammten (Achenbach-Richter et al., 1987). In Abbildung 2

ist der eubakterielle Stammbaum mit den genannten Gattungen im Ursprung zu sehen.
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If;) ‘
Thermoroga maritima ermomicroblum roseurm

Chloroflexus ovrontiocus

Anacystis nidulons

Boctlius sublitis
Agrobocterivm tumerociens

Lscherichia coflf

Desullfovibrio desulfuricons
Chlamydra psittcer

Flovobaciterium
Aeporinum

Bocreroides
Frogilis

Abb.2: Phylogenetischer Stammbaum der Eubakterien, basierend auf 16S rRNA-
Sequenzvergleichen (Achenbach-Richter et al., 1987).

Es sollte jedoch beriicksichtigt werden, dal3 thermophile rRNA generell einen sehr
hohen G+C-Gehalt aufweist. Die Ubereinstimmungen der rRNA-Sequenzen konnten
somit thermophile Konvergenz und nicht zwingend evolutiondre Verwandtschaften
zeigen. Durch weitere Vergleiche von rRNA-Sequenzen der urspriinglich der Gattung
Thermus zugeordneten Spezies mit jenen verschiedener Eubakteriengruppen wurde
eine spezifische Verwandtschaft bestimmter Arten der Gattung Deinococcus, wie z.B.
Deinococcus radiodurans, mit der Gattung Thermus nachgewiesen (Weisburg et al.,
1989). D. radiodurans, ein Gram-positives, rot pigmentiertes, nicht bewegliches und
duBerst strahlungsresistentes sowie leicht thermophiles Eubakterium, findet sich in der

Gruppe der Gram-positiven Bakterien.

Zur naheren Bestimmung des Verwandtschaftsgrads wurden verfligbare Proteine von
T. thermophilus HBS und D. radiodurans verglichen, wobei die Mehrheit der Proteine
(143 von 175) miteinander iibereinstimmten. Es konnte gezeigt werden, dal3 die
iibereinstimmenden Proteine von Genen codiert werden, welche auf einem der beiden
Chromosomen von D. radiodurans liegen. Moglicherweise besall der gemeinsame

Vorldufer der beiden Gattungen dieses Chromosom, und alle weiteren genetischen



Einleitung

Elemente (ein Chromosom und zwei Plasmide) wurden von D. radiodurans separat

erworben. Ferner sollte nicht aufler acht gelassen werden, dafl einige Arten von

Deinococcus eine leichte Thermophilie zeigen, was auch auf einen gemeinsamen

thermophilen Vorldufer hinweisen konnte (White et al., 1999). Der somit eher nicht

typische Vertreter der Gram-positiven Gruppe stliinde phylogenetisch der Thermus-

Gruppierung ndher. Abbildung 3 zeigt die Doméne der Eubakterien, basierend auf

16S rRNA-Daten unter Beriicksichtigung der Stidmme 7. thermophilus HBS und
D. radiodurans (Siefert und Fox, 1998).
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Fusobacteria (3)
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\
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Abb.3: Phylogenetischer Stammbaum
(Siefert und Fox, 1998).

der Eubakterien, basierend auf 16S rRNA-Daten



Einleitung 8

Der thermophile Bakterienstamm Bacillus caldolyticus wurde 1972 von Heinen und
Heinen (1972) gemiB der kiinstlichen Klassifikation beschrieben. Basierend auf der
Fettsdurenzusammensetzung wurde der sporenbildende Stamm der Gattung Bacillus
zugeordnet. Zuvor wurde der Stamm bereits als Thermus proteolyticus beschrieben

(Lauwers et al., 1970).

Die Zellen verhalten sich Gram-variabel, wobei junge Zellen eine Gram-negative
Reaktion zeigen, wihrend iltere Zellen stets variieren. Der Zelldurchmesser betragt
0,7 wm, die Zellen sind von einer 26 nm dicken doppelschichtigen Zellwand
umgeben, gefolgt von einer Cytoplasmamembran. B. caldolyticus produziert eine
Vielzahl extrazellulirer Enzyme, namentlich Amylasen und Proteasen. Das
Temperaturoptimum liegt bei 72°C und das Maximum bei 82°C. Der Stamm wéchst in
einem weiten pH-Bereich von 6-8, jedoch mit starker Minderung auf beiden Seiten.
Ein typisches Merkmal des Bakteriums ist das Vorhandensein einer Vielzahl
verzweigtkettiger Fettsduren im Lipidextrakt des Organismus. Lysozymbehandlung
bei 37°C fiihrt zur Bildung von Sphéroplasten. B. caldolyticus ist duBerst sensitiv

gegeniiber Penicillin.

Phylogenetisch wird B. caldolyticus in die Gruppe der Gram-positiven Eubakterien
mit geringem G+C-Gehalt eingegliedert. Innerhalb derer findet sich der Stamm in der
Klasse Bacilli, der Ordnung Bacillales, der Familie Bacillaceae sowie der Gattung
Bacillus. Aus Abbildung 4 ist die Ordnung der Bacillales entsprechend der
phylogenetischen Klassifizierung zu entnehmen (Siefert und Fox, 1998). Die Familie
der Bacillaceae steht im phylogenetischen Stammbaum zwischen den Familien der
Alicyclobacillaceae und Sporolactobacillaceae. In Abbildung 4 ist B. caldolyticus

zwischen den Arten Alicyclobacillus spp. sowie Sporolactobacillus ssp. einzuordnen.
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Ordnung Bacillales
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Abb.4: Phylogenetischer Stammbaum der Ordnung der Bacillales. Die in Klammern
angegebenen Ziffern bestimmen die Anzahl der eingegliederten Arten (Siefert und Fox, 1998).
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1.3 Stabilitat thermophiler Enzyme

Extreme Temperaturen flihren normalerweise zur Denaturierung von Makromolekiilen
und auch zum Zerfall niedermolekularer Verbindungen. Die Féhigkeit thermophiler
Organismen selbst bei extremsten Temperaturen existieren und wachsen zu konnen,
legte die SchluBlfolgerung nahe, dal Thermophile {iber spezielle Mechanismen
verfiigen, welche das Uberleben in extremer Umgebung garantieren. Thermostabilitit

erregte somit stets das Interesse nach Klarung des Phinomens auf molekularer Basis.

Folglich wurden alle in Frage kommenden Komponenten, wie Proteine, Nucleinsduren
u.a. Zellbestandteile in vergleichenden Studien mit homologen Komponenten
mesophiler Stimme untersucht, und diskutiert. Als mdgliche Erklarung fiir thermische
Stabilitit konnen die im Laufe der Zeit erhaltenen und nachfolgend dargestellten

Ergebnisse in Betracht gezogen werden.

Thermophilie steht in einem direkten Zusammenhang mit auBlerordentlich stabilen
Zellmembranen. Der direkte Vergleich der Fettsdurenzusammensetzung bei
mesophilen und thermophilen Stimmen zeigte, dal thermophile sporenbildende Arten
der Gattung Bacillus beispielsweise einen hoheren Anteil an verzweigtkettigen und
gesittigten iso-Fettsduren mit generell hoheren Schmelzpunkten besitzen. Am Beispiel
von T. aquaticus wurde die Vorherrschaft von verzweigtkettigen geséttigten
Fettsduren, allerdings auffallenderweise kiirzerer Kettenldngen, bestétigt. Bei diesem
Organismus wurden zusdtzlich temperaturabhingige Verdnderungen (50-75°C) der
Fettsdurenzusammensetzung zu thermal stabileren Formen beobachtet. Bei hoheren
Temperaturen war eine deutliche Zunahme der iso-Ci4- (62,4°C) sowie der normal-
Ci-Form (63,1°C) mit hoheren Schmelzpunkten, und eine Abnahme der anteiso-
Ci7- (38°C) und iso-Cy7-Form (60,5°C), welche geringere Schmelztemperaturen

aufweisen, nachgewiesen worden (Ray et al., 1971).
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Ein grofles Interesse galt insbesondere dem  Auffinden individueller
Lipidkomponenten in Zellmembranen thermophiler Organismen. So konnte ein
unbekanntes Glycolipid als Hauptlipidkomponente bei 7. thermophilus HBS bestitigt
werden. Die Analyse dieses Glycolipids ergab, dal3 seine molare Zusammensetzung
aus Galactose, Glucose, Glucosamin, Glycerin, Fettsdureestern und Fettsdureamiden
im Verhéltnis 2:1:1:1:2:1 bestand. Nach Hydrolyse der esterartig bzw. amidartig
gebundenen Fettsduren wurde wiederum die iso-Form (iso-C;s und iso-Cy7)

hauptanteilig nachgewiesen (Oshima und Yamakawa, 1972).

Als weiteres Charakteristikum fiir Thermophile sind generell hohe G+C-Gehalte in der
DNA erwidhnenswert. Hohe G+C-Gehalte bedingen erhdhte Schmelztemperaturen der
DNA, infolge der groBeren Anzahl an vorhandenen Wasserstoffbriickenbindungen.
Der G+C-Gehalt der DNA aus T. thermophilus HB8 wurde im Siurehydrolysat zu
69 mol % bestimmt, wihrend er bei E. coli nur 51 mol % betrdgt. Da der Gehalt an
individuellen Aminosduren des Gesamtproteins von 7. thermophilus HBS mit den
Werten von E. coli im wesentlichen korrespondierte, ist es wahrscheinlich, dal3
bevorzugt G+C-reiche Codons fiir die Generierung der Aminosduren verwendet
werden. Ferner zeigten Circulardichroismus-Spektren der DNA, daB3 thermophile
DNA, gemessen in neutraler Losung und bei RT, nicht in der gewohnlichen B-Form
vorliegt. Die bevorzugte Einnahme einer davon abweichenden Konformation ist
mit grofBer Wahrscheinlichkeit auf die GC-Basenpaare zuriickzufiihren (Oshima

und Imahori, 1974).

Vergleichende Untersuchungen zur Stabilitdt von Ribosomen und tRNA ergaben, daf3
die Schmelztemperatur der Ribosomen aus 7. thermophilus HB8 um 15°C hoher lagen
(86°C) als bei E. coli (71°C). Ahnliche Ergebnisse lieBen sich mit entsprechenden
Experimenten der tRNA erzielen. Auch hier unterschied sich die Schmelztemperatur
der thermophilen tRNA (87,5°C) von der der mesophilen tRNA aus E. coli (78,5°C).
Auch diese Ergebnisse weisen auf eine positive Korrelation zwischen maximalen

Wachstumstemperaturen und Schmelztemperaturen hin, welche wiederum auf hohe
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G+C-Gehalte in den entsprechenden Nucleinsduren zuriickzufiihren sind (Oshima und

Imahori, 1971).

Hinsichtlich der Proteine schienen die Unterschiede bei thermophilen und mesophilen
Vertretern auf den ersten Blick eher unwesentlich. SchlieBlich zeigte sich jedoch, daf3
diesen geringen Verdnderungen sehr grofle Bedeutung zukommt. Vergleiche der
Aminosdurenzusammensetzungen bei 7. thermophilus HB8 und E. coli ergaben
geringe Zunahmen der Aminosduren Alanin und Prolin, sowie geringfiigige
Verminderungen von Asparaginsidure und Isoleucin in thermophilem Gesamtprotein
(Oshima und Imahori, 1974). Spétere Untersuchungen deuteten darauf hin, dafl héhere
Gehalte an Alanin und Prolin eine dichtere Packung der Proteinstruktur im
hydrophoben Inneren ermoglicht. Zusitzlich kdnnten sie zur Stabilisierung von Loops
beitragen. Hingegen bewirken am CB-Atom verzweigte Aminosduren wie z.B.
Isoleucin, Valin und Threonin starke konformationelle Einschrinkungen, so daf3 sie in

thermophilen Proteinen weniger haufig anzutreffen sind (Bruins et al., 2001).

Somit fithren Substitutionen einzelner Aminosduren in der Regel nicht zu einer
Anderung der Struktur, sondern zur Anderung hydrophober Interaktionen oder
Wasserstoftbriickenbildung, was der Stabilisierung bzw. Destabilisierung der Proteine
dient. Durch einen Vergleich von Wildtyp-Lysozym mit jenem einer thermosensitiven
Mutante des T4-Phagen berichteten Griitter et al. (1979), daB3 Arginin 96 im Wildtyp-
Lysozym durch Histidin in der Mutante ersetzt war. Die 3D-Struktur der
thermosensitiven Mutante unterschied sich bis auf diesen Austausch nicht. Somit lag
die Annahme nahe, daB3 die Substitution des Arginins durch ein Imidazol an dieser
Position den hydrophoben Kern destabilisiert, was zur Thermosensitivierung auf
molekularer Basis beitrug (Griitter et al., 1979). Ahnliches wurde bei Mutanten von
E. coli beobachtet, welche Aminosaduresubstitutionen in einer Position der
a-Untereinheit der Tryptophansynthetase, gegeniiber dem Wildtyp, aufwiesen. Auch
hier bestand ein Zusammenhang zwischen Stabilitit des Proteins und hydrophoben

Bereichen in bestimmten Positionen (Yutani et al., 1977).
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So machen nachweislich hydrophobe Wechselwirkungen den Hauptanteil der
stabilisierenden Kréfte bei Proteinen aus, was allerdings nicht ausschlieB3t, dal noch
andere Kréfte die Stabilitit erhohen konnen. Am Beispiel der Glycerinaldehyd-3-
phosphatdehydrogenase aus Bacillus stearothermophilus wurde nachgewiesen, daf3 die
groflere Hitzestabilitdt des thermophilen Enzyms die Folge von elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen den vier Untereinheiten ist, welche im mesophilen
Enzym fehlen. Dies bedeutet, dal die Energie ein paar weniger lonenbindungen
ausreichen, um ein thermostabiles Enzym vor Denaturierung und Hitze zu schiitzen

(Perutz, 1978).

Zusitzlich begilinstigen hitzestabile Chaperone die produktive Zuriickfaltung eines
groflen Proteinspektrums, da die spontane Riickfaltung bei erhohten Temperaturen
fehlt. Das aus T. thermophilus HBS isolierte Chaperon besteht aus zwei Arten von
Proteinen, einer 58 kDa- und einer 10 kDa-Komponente. Diese beiden Komponenten
entsprechen der cpn60- und cpnlO-Komponente des E. coli-Chaperons. Es wird
angenommen, dafl eine grofle Anzahl von Kopien dieser beiden Komponenten in
Chaperonen der Thermophilen vorliegen. Die beiden Chaperonkomponenten binden
miteinander und formieren einen bindren Komplex in Anwesenheit von ATP.
Vermutlich ist auch die Stabilitit dieses bindren Komplexes bei 7. thermophilus HBS
fester als bei Chaperonen anderer Herkunft. Entsprechend dieser Beobachtungen
unterscheidet sich die molekulare Gestalt des Chaperons von Thermus von der cpn60-
Familie. Dies wurde zusitzlich durch elektronenmikroskopische Bilder bestitigt.
Ferner zeigt das Chaperon von Thermus keine Aktivitdt bei Temperaturen unter 50°C

(Taguchi et al., 1991).

Als abschlieBendes Argument fiir Thermostabilitit sollte erwdhnt werden, dal3 bei
thermophilen Organismen die Resynthese denaturierbarer Proteine und Nucleinsduren

insgesamt, im Vergleich zu mesophilen Organismen, hoher ist (Brock, 1967).
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1.4 Anwendungen thermophiler Enzyme

Thermophile Enzyme sind eine Quelle neuer Katalysatoren, welche von grof3em
industriellen Interesse sind. Die Griinde dafiir liegen in ihrer auBerordentlichen
Stabilitdt gegeniiber extremen Bedingungen wie erhohten Temperaturen, pH, Druck
und organischen Losungsmitteln. Die Vorziige resistenter thermophiler Proteasen
gegeniiber alkalischen Substanzen wurden schon 1963 in Europa erkannt, und so
wurden sie als Additive fiir Haushaltswaschmittel kommerziell eingesetzt.
Mischungen aus Proteasen und Amylasen fanden als Mundwische gegen Zahnbeldge
schon Ende der 60er Jahre Anwendung (Herbert und Codd, 1986). Die Produktion bei
erhohten Temperaturen versprach kostenglinstiger zu sein, da Viskosititen reduziert,
Produktionsraten, infolge besserer Loslichkeiten von  Substraten erhoht,
Kontaminationen unterdriickt, und auf Kiihlungsvorgénge ginzlich verzichtet werden
konnte (Bruins, 2001). So finden eine Vielzahl thermophiler Enzyme sowohl innerhalb
eines breiten Spektrums von Industrieanwendungen, als auch auf medizinischen und
analytischen Gebieten alltdgliche Anwendung. Im folgenden sollen die
Einsatzmoglichkeiten der géngigsten Enzymgruppen etwas detaillierter beschrieben

werden.

In Anbetracht der immer mehr zur Neige gehenden fossilen Energieresourcen trat die
alternative Gewinnung von Heiz- und Brennstoffmaterialien aus Biomasse, wie z.B.
polymere Verbindungen, im Laufe des 20. Jahrhunderts immer stirker in den
Vordergrund. Die Hydrolyse von Cellulose liefert monomere Zuckereinheiten, die
D-Glucose. In einem gesonderten Fermentierungsproze3 kann die Gewinnung von
Ethanol durch Zusatz von Saccharomyces cerevisiae nach Destillation im technischen
MaBstab erfolgen. Mit Hilfe einer speziellen enzymatischen Behandlung der Cellulose
bei erhohten Temperaturen eriibrigt sich ein Zusatz groferer Mengen konzentrierter
Schwefelsdure, welche zur Totalhydrolyse des Polymers ndtig wéren. Die in Frage
kommenden Stidmme flir die Produktion cellulolytischer Enzyme gehoren

hauptsichlich der Gattung Clostridium an. Die Verwendung dieser Stimme begiinstigt
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zusdtzlich einen direkt anschlieBenden FermentierungsprozeB bei erhohten
Temperaturen, so daf sich der Zusatz von S. cerevisiae eriibrigt. Cellulose wird somit

kontinuierlich zu Ethanol umgesetzt.

Mit demselben Ziel erfolgt die Verwertung von Stirke, welche aus zwei
Komponenten, der Amylose und dem Amylopektin, besteht. Baustein beider
polymerer Verbindungen ist auch  D-Glucose. Amylose besteht aus
Glucoseeinheiten, welche 1,4-glycosidisch verkniipft sind. Amylopektin ist gleichfalls
aus Hauptketten von 1,4 verkniipften Glucoseeinheiten aufgebaut. Zusitzlich sind
Seitenketten  1,6-glycosidisch mit der Hauptkette verbunden. Infolge der hohen
Spezifitit der Katalysatoren sind zahlreiche Enzyme an der Stirkeumwandlung
beteiligt, wie beispielsweise a-Amylase, Glucoamylase (a-Glycosidase), Pullulanase,
Cyclodextrin-Glycosyltransferase, Xyloseisomerase u.a.. Als erstem Schritt wird
unlosliches Stiarkegranulat bei erhohten Temperaturen vorgequollen. Der Einsatz
thermophiler Enzyme begiinstigt somit auch bei diesem Produktionsprozef3 einen
kontinuierlichen Verlauf, ohne Kiihlungsaufwand. a-Amylase hydrolysiert o-1,4
glycosidische Bindungen in Amylose und Amylopektin. Abbauprodukte sind Maltose,
Isomaltose und Glucose. Zur Gewinnung thermophiler Amylasen eignen sich
bevorzugt Stimme der Gattung Bacillus, Actinomyceten und Pilze. Die Hydrolyse der
1,6-glycosidischen Bindungen erfolgt mit Hilfe der Pullulanase und in schwécherem
MaBe mit der Glucoamylase. Die thermophilen Enzyme werden aus B.

stearothermophilus und Thermoactinomycetes gewonnen (Bruins, 2001).

Als weiterer wichtiger Heiz- und Brennstoff wére das Methan zu nennen, dessen
Forschung aus diesem Grunde vorangetrieben wird. So ergaben vergleichende Studien
mesophiler und thermophiler Methanproduzenten, dafl thermophile Prozesse die im
Anschlufl angefiihrten Vorteile zeigten. Die Umsatzrate von organischen Abfillen zu
Methan wurde gesteigert, Viskosititen gesenkt sowie bakterielle und virale

Akkumulationen von Pathogenen gehemmt.
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Analytische und molekularbiologische Anwendungen, wie z.B. automatisierte und
thermisch-abhéngige Reaktionszyklen der PCR-Reaktion, machten thermostabile
Enzyme unentbehrlich. So wurde die bis heute verwendete thermostabile DNA-
Polymerase aus Thermus aquaticus gewonnen. Fiir reverse Transkription, und damit
zur Synthese fiir c-DNA, konnte eine weitere DNA-Polymerase aus 7. thermophilus
HBS isoliert werden. Ferner wurden thermophile Ligasen aus 7. thermophilus HBS

gewonnen.

Neben den schon eingangs erwihnten industriellen Anwedungen von thermophilen
Proteasen in Waschmitteln sind gerade Proteasen auf zahlreichen anderen Gebieten,
sowohl bei Industrie als auch in der Analytik, von Bedeutung. So werden Proteasen als
Alternative zu chemischen Substanzen bei der Lederindustrie erfolgreich zur
Oberflachenbehandlung von Héuten eingebracht. Entscheidend fiir das Quellen der
Héute und Felle sind Alkalibehandlungen, was alkalophile Proteasen unabdingbar
macht. Ferner finden Proteasen bei der milchverarbeitenden Industrie hauptsidchlich
zur Késeherstellung Anwendung. Hierbei wird 16sliches Casein infolge proteolytischer
Spaltung mit Hilfe des Chymosins unloslich, was zur Gerinnung der Milch fiihrt. Als
weitere Beispiele filir Proteaseanwendungen bei der Nahrungsmittelindustrie wéren die
Proteolyse von Gluten des Weizenmehls, zur Modifikation des Teiges, sowie die

proteolytische Hydrolyse von Sojabohnenproteinen zu nennen (Rao et al., 1998).

1.5 Proteolytische Enzyme

Proteasen reprisentieren eine der groBiten Gruppen industrieller Enzyme. Wie aus
Abbildung 5 zu ersehen ist, machen sie, neben Amylasen, Lipasen und anderen
Enzymen, rund 60 % der weltweit verkauften Enzyme aus. Infolge ihrer
hochspezifischen Katalyse, der Hydrolyse gezielter Peptidbindungen finden sie
zahlreiche Anwendungen (1.4) bei der Industrie. Dariiber hinaus zeigen sie unter

geeigneten Bedingungen synthetische Fahigkeiten. Mehr als 50 % der industriell
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wichtigen Enzyme werden heute mit gentechnisch verdnderten Mikroorganismen

produziert.
Trypsin - 4- - iRennin
\ .
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Proteasen \3 ‘e (0o, j/
\ ° Amylasen
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Abb.5: Ubersicht, der weltweit verkauften Enzyme. Die schraffierte Fliche entspricht dem

prozentuellen Proteaseanteil der weltweit verkauften Enzyme (Rao et al., 1998).

Jedoch sind die vielfiltigen Funktionen der Proteasen in der Zelle und allen Formen
lebender Organismen nicht gering zu schitzen. So katalysieren z.B. extrazelluldre
Proteasen von Mikroorganismen und Verdauungsenzyme bei Sdugern generell die
Hydrolyse groBerer Proteine in kleinere Proteine bzw. Peptide auflerhalb der Zelle.
Dies garantiert die erfolgreiche Aufnahme dieser Grundbausteine in die Zelle
einerseits, bzw. die gezielt kontrollierte extrazellulire Aktivierung des Zymogens
andererseits. Ferner existieren Proteasen extrazelluldr im Blutplasma als Bestandteile
des Blutgerinnungssystems. Die Aktivierung dieser Gerinnungsfaktoren fiihrt in einer
kaskadenformigen Reaktionsfolge zur Fibrinbildung. Intrazellulire Proteasen iiben
hingegen regulatorische und metabolische Funktionen in der Zelle aus. So ist der

gesamte intrazelluldre Protein-,,Turnover” auf die Zusammenwirkung verschiedener
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proteolytischer Enzyme zuriickzufiihren, welche Proteine gemeinsam vollstindig
hydrolysieren und Vorstufen fiir anabole Prozesse zur Verfiigung stellen. (Rao et al.,
1998). Membrangebundene Signalpeptidasen hingegen sind wesentlich am Export von
Proteinvorstufen aus dem Cytoplasma beteiligt. Thre Aufgabe besteht darin, exportierte
Proteine auf der extracytoplasmatischen Seite, unter Abtrennung der hydrophoben

Region des Signalpeptids, von der Membran zu 16sen (Dalbey et al., 1997).

Entsprechend der Nomenklatur des Commitee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology werden Proteasen der 3. Hauptklasse der
Enzyme, den Hydrolasen, zugeordnet. Nach weiterer Differenzierung der Hydolasen
erfolgt ihre Zuteilung zur 4. Unterklasse, den proteolytischen Enzymen. Innerhalb der
Proteasen werden 2 Hauptgruppen, Exo- und Endopeptidasen, nach Kriterien der
Lokalisation 1ihres Angriffes an der Peptidkette, unterschieden. Wéhrend
Exopeptidasen ausschlieBlich am endstindigen Amino- oder Carboxyterminus
angreifen, hydrolysieren Endopeptidasen bevorzugt im Inneren des Proteinmolekiils.
Zusitzlich sind Endopeptidasen befdhigt, niedermolekulare Peptide, synthetische
Aminosdureester und Amide endstindig zu spalten. Geméf ihrer funktionellen
Gruppen im aktiven Zentrum differenziert die internationale Enzymnomenklatur
innerhalb der beiden Hauptgruppen 4 Untergruppen als Serin-, Cystein-, Aspartat- und
Metalloproteasen. Basierend auf ihren Aminosduresequenzen und evolutioniren
Verwandtschaften werden die Untergruppen erneut in Familien, und diese ihrerseits

entsprechend ihrer Aktivitit in Gruppen klassifiziert (Rao et al., 1998).
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1.6 Aufgabenstellung

Mikroorganismen eignen sich aufgrund ihrer hohen Teilungsraten und einfachen
Kultivierung, sowie ihrer Zugénglichkeit fiir genetische Manipulation besonders fiir
die Gewinnung von Enzymen. Die Nutzung der gro3en Verschiedenheit thermophiler
Proteasen und ihrer damit verbundenen Spezifititen verspricht charakteristische
Einsatzmoglichkeiten, sowohl fiir zahlreiche industrielle Anwendungen, als auch im
Bereich der Grundlagenforschung. Auch auf diesem Sektor wird ihre Selektivitit bzgl.
der Hydrolyse von Peptidbindungen bei erhohten Temperaturen gezielt fiir
Anwedungen wie z.B. der Sequenzierung, zur Erfassung von Primérstrukturen etc.
herangezogen. Dariiber hinaus ist Uber ihre detaillierten regulatorischen und
metabolisierenden Aufgaben im Ausgangsorganismus selbst noch relativ wenig
bekannt. All dies spriache prinzipiell dafiir, mdglichst viele Enzyme und damit

zusammenhéingende Informationen zu sammeln.

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, thermophile stabile Proteasen aus thermophilen
Bakterienstimmen zu isolieren und zu charakterisieren. Die Reindarstellung der
Enzyme sollte mit den gidngigen, und zur Verfiigung stehenden chromatographischen
Methoden erfolgen. Im besonderen waren hierfiir zwei Bakterienstimme vorgesehen,

T. thermophilus HBS8 und B. caldolyticus.

Unter Beriicksichtigung fritherer Studien bzgl. der auBerordentlich aktiven
Segregation thermophiler Enzyme durch B. caldolyticus war das Augenmerk der
Untersuchungen dieses Stamms bevorzugt auf die Isolierung neuer extrazelluédrer
Proteasen gerichtet. Ganz 1m Gegensatz dazu stand die Entdeckung neuer
intrazelluldrer Proteasen aus 7. thermophilus HBS im Vordergrund, da sehr wenige

proteolytisch aktive Enzyme aus diesem Organismus iiberhaupt beschrieben sind.

So wurde in dieser Arbeit unter 3.1 die Kultivierung des Bakterienstamms

T. thermophilus HBS dargestellt. Die Entwicklung eines Reinigungsverfahrens fiir
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intrazelluldre thermophile Proteasen ist in 3.2 beschrieben und dokumentiert. Im
Anschlul daran erfolgte zur ndheren Charakterisierung die Festlegung der
Substratspezifitit einer gereinigten intrazelluldren Protease aus diesem Stamm unter
Verwendung zahlreicher synthetischer Substrate (3.3). Eine vorldufige Abschétzung
der molaren Masse dieses Enzyms wurde mit verschiedenen Methoden vorgenommen,
und in 3.4 dargestellt. Es folgten Untersuchungen zur Primérstruktur der isolierten
Protease (3.5) sowie die Isolierung der genomischen DNA aus 7. thermophilus HBS
(3.6) im Hinblick auf eine spdtere Synthese von Oligonucleotiden zur Auffindung des
Gens, welches fiir die Protease codiert. Ferner werden in 3.7 Kkinetische
Untersuchungen der intrazelluldren Protease dazu herangezogen, um maximal
mogliche Reaktionsgeschwindigkeiten im gegebenen Testsystem erzielen zu konnen.
Entsprechend wurde die Zellkultivierung des Bakterienstamms B. caldolyticus separat
in 3.8 dargestellt, gefolgt von der Darstellung geeigneter Reinigungsverfahren fiir
extrazelluldre Proteasen (3.9). In den letzten Teilen dieser Arbeit wurden ein
Immunisierungsverfahren mit Antigen aus  B. caldolyticus (3.10), die anschlieBend
vorgenommene Antikorperreinigung (3.11) und die Immunoreinigung mit Hilfe der

Immunoaffinitidtschromatographie vorgestellt (3.12).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Sdmtliche Gelmaterialien wie CNBr-aktivierte Sepharose 4B, Sephadex G-25,
Sepharose CL-6B, Phenylsepharose CL-4B als auch die Fertigsdule Superdex 200
HiLoad 16/60 wurden von Amersham Biotech AB (Uppsala, Schweden) bezogen.

Die synthetischen Peptide Alanyl-alanyl-phenylalanin-7-amino-4-methyl-cumarin
sowie  Glutaryl-phenylalanin-7-amino-4-methyl-cumarin ~ waren bei  Bachem

Biochemica GmbH (Heidelberg, Deutschland) verfiigbar.

Der NEO-10 kDa Proteinstandard, bestehend aus 12 Banden, war von der Biomol
GmbH (Hamburg, Deutschland).

ICN-Biomedicals GmbH (Eschwege, Deutschland) lieferte die Bestandteile der
Medien wie Hefeextrakt und Nutrient broth als auch Dimethylsuberimidat-

dihydrochlorid und Hdmoglobin.

Das Pentapeptid Glutamyl-glycyl-tyrosyl-alanyl-lysin wurde freundlicherweise von
Dr. Kalbacher (Tiibingen) zur Verfiigung gestellt.

Die 10 kDa Protein-Leiter, bestehend aus 13 Banden, stammte von Life-Technologies

GmbH (Eggenstein, Deutschland).

Acetonitril, Ammoniumperoxodisulfat, Ammoniumsulfat, Diethylether, di-Kalium-
hydrogenphosphat, Eisessig, Folin-Ciocalteus Phenolreagenz, Formaldehyd, Kalium-
natriumtartrat, Kaliumdihydrogenphosphat, Kochsalz, Natriumacetat-Trihydrat,
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Natriumbisulfit, Natriumcarbonat, Natriumhydrogencarbonat, Natriumhydroxid-
platzchen, Natriumthiosulfat-Pentahydrat, Perjodsdure, ortho-Phosphorsidure, RNase
aus Rinderpankreas, Salzsdure, Schiffs Reagenz, Silbernitrat, Trichloressigséure,
Trifluoressigsdure, L-Tyrosin, Wasserstoffperoxid wurden von Merck KGaA

(Darmstadt, Deutschland) bezogen.

Von Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Deutschland) waren die Enzyme wie
Chymotrypsin A, aus Rinderpankreas, Fumarase aus Schweineherz, Katalase aus
Rinderleber und Lactat-Dehydrogenase aus Schweineherz, ferner Dithiothreitol,

Natriumpyruvat und Nicotinamid-adenin-dinucleotid.

Acrylamid, Agarose, 4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluoridhydrochlorid, Roti-
Phenol/Chloroform, Ethylendiamintetraessigsdaure, Glycin, Harnstoff, Methanol,
N,N’-Methylenbisacrylamid, Saccharose und Trypton waren von der Firma Roth
GmbH + Co (Karlsruhe, Deutschland).

Von Serva Feinbiochemica GmbH + Co (Heidelberg, Deutschland) wurden
Na-Benzoyl-arginin-ethylesterhydrochlorid, Na-Benzoyl-L-tyrosin-ethylester, Brom-
phenolblau, Coomassie Brillantblau G 250, Coomassie Brillantblau R 250, Lysozym,
B-Mercaptoethanol, Natriumlaurylsulfat, Ovalbumin und N,N,N’,N’-Tetramethyl-

ethylendiamin bezogen.

Bei der Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland) waren nachfolgend
genannte Chemikalien und Materialien erhiltlich. N-[3-(2-Furyl)-acryloyl]-glycyl-L-
leucinamid, Na-Benzoyl-DL-arginin-p-nitroanilid, a-Amylase, Chininsulfat-Dihydrat,
DEAE Sephadex A-25, Dextranblau aus Leuconostoc ssp., 3,5-Dinitrosalicylséure,
Ethanol, Freundsches Adjuvans, Hydroxylaminhydrochlorid, Methylaminhydro-
chlorid, Poly-(vinylidendifluorid)-Membranen, Proteinase K aus Tritirachium,
Streptomycin-sulfat, N-Succinyl-alanyl-alanyl-prolyl-phenylalanin-p-nitroanilid, N-
Succinyl-phenyl-alanin-p-nitroanilid, Triethanolamin, Tris(hydroxymethyl)amino-

methan und Triton X-100.
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Die HPLC-Fertigsdule TSK G 3000 SW war bei der Toyo Soda Manufacturing Co.
(Tokio, Japan) erhiltlich.

DES52-Cellulose wurde von Whatman (Maidstone, England) bezogen.

2.1.2 Bakterienstamme

Der Bakterienstamm Thermus thermophilus HBS, urspriinglich am 23. September
1968 aus einer heiBen Quelle in Mine, in der Shizuoka Priafektur in Japan isoliert,
(Oshima and Imahori, 1974; Degryse et al., 1978) wurde bei der Deutschen Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) unter der Bezeichnung
DSM 579 bezogen.

Bacillus caldolyticus, frither als Thermus proteolyticus (Lauwers et al., 1970)
bezeichnet, stammte gleichfalls von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (DSMZ). Der Bakterienstamm wurde als Bacillus sp. unter
der Bezeichnung DSM 405 bezogen.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkutivierung und Stammbhaltung der Bakterienstimme

Als Kulturmedium fiir 7. thermophilus HBS wurde ein komplexes Fliissigmedium,
bestehend aus 0,4 % Trypton, 0,4 % Hefeextrakt und 0,2 % Kochsalz eingesetzt. Zur
Kultivierung der beimpften Medien wurden Schikanekolben in einem
thermostatisierbaren Wasserbad—Rundschiittler Typ Aquatron der Firma Infors AG,
(Bottmingen, Schweiz) kontinuierlich bei 150 U/min und 70°C inkubiert. Die
Zentrifugation der Zellen erfolgte in einer Zentrifuge des Typs J 21C der Firma
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Beckman (Miinchen, Deutschland) unter Verwendung des Rotors JA-14 mit

6000 U/min bei 4°C und tiber einen Zeitraum von 25 Minuten.

Das Kulturmedium fiir B. caldolyticus bestand aus 0,8 % Nutrient broth pH 7,0. Die
Kulturen wurden mit 90 U/min im Wasserbad-Rundschiittler inkubiert. Die Zellen von
B. caldolyticus wurden vom Medium durch Zentrifugation iiber einen Zeitraum von
25 Minuten unter Verwendung des Rotors JA-14 mit 6000 U/min, bei 4°C abgetrennt.
Das Abzentrifugieren der Zellen von T. thermophilus HBS sowie B. caldolyticus,
welche fliir Stammkulturen vorgesehen waren, erfolgte in einer Tischzentrifuge
Universal der Firma Hettich (Tuttlingen, Deutschland) unter sterilen Bedingungen

(3.1.2).

2.2.2 Zellaufschluf3

Der Aufschlufl von 20 g Bakterienzellen des Stammes 7. thermophilus HBS wurde mit
Hilfe des Ultraschallgerites der Branson Sonic Power Company Modell Sonifier B—12
(Carouge-Genéeve, Schweiz) vorgenommen. Die Zellaufschlu16sung war mit 10 mM
Kaliumphosphat pH 7,5, 3 % Triton X—100 (w/v) im Verhéltnis 1:2 versetzt (3.2.1).
Die Zentrifugation des Rohextrakts erfolgte fiir 25 Minuten bei 4°C mit der Zentrifuge
Sorvall RC-5 von Du Pont Instruments (Bad Nauheim, Deutschland).

2.2.3 Fallung mit Streptomycinsulfat

Der Zusatz des polykationischen Antibiotikums Streptomycinsulfat flihrt in
Konzentrationen von 2—10 mmol/l zur Prézipitation von Nucleinsduren. Hierzu wurde
eine Streptomycinsulfatlosung so vorbereitet, dal nach tropfenweiser Zugabe zum
Enzymrohextrakt eine Konzentration von 3,4 mmol/l gegeben war. 250 mg
Streptomycinsulfat wurden in 13 ml 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 gelost, mit
Natronlauge auf einen pH-Wert von 7,5 eingestellt, und langsam zu 37 ml Rohextrakt

tropfenweise, unter Riihren, bei RT zugegeben. Die Abtrennung des Prézipitats
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erfolgte mit Hilfe der Zentrifugation bei 4°C und 5000 U/min mit dem Rotor SS-34 fiir
30 Minuten. Das Prizipitat wurde verworfen und mit dem Uberstand weitergearbeitet.
Der Uberstand von 47 ml wurde an einer PM 30-Membran (2.2.6.1) auf 17 ml

eingeengt.

2.2.4 Chromatographische Methoden

2.2.4.1 Anionenaustauschchromatographie an DE52-Cellulose

Im AnschluB an die Streptomycinsulfatfillung erfolgte eine Anionenaustausch-

chromatographie an DES52-Cellulose. Es wurde eine Kunststoffsdule der Malle
25+«2,1 cm verwendet. Das Gelmaterial wurde mit mehreren Gelbettvolumina an

10 mM Kaliumphosphat pH 7,5, 0,5 % Triton X—100 (w/v) dquilibriert. Der Uberstand
der Streptomycinsulfatfallung (2.2.3) wurde auf das Sdulenmaterial aufgetragen und
ohne zu Spiilen die Elution mit 192 ml eines 0—0,5 M NaCl-Gradienten (jeweils 100 g
Einwaage der jeweiligen Losung) in 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5, 0,5 %
Triton X-100, mit einer FlieBgeschwindigkeit von 1 ml/min und bei 4°C,
vorgenommen. Zur Einstellung einer konstanten FlieBgeschwindigkeit von 1 ml/min
wurde eine Schlauchpumpe Gilson, Minipuls 2 von Abimed (Diisseldorf,
Deutschland) eingesetzt. Die vollstindige Elution erfolgte durch Nachspiilen mit
0,5 M NaCl in 10 mM Kaliumphosphat pH 7.5, 0,5 % Triton X-100. Gesammelt
wurden Fraktionen zu 4 ml bei 4°C mit einem Fraktionssammler LKB 2211 SuperRac
von LKB (Bromma, Schweden). Die spektroskopische UV-Absorptionsmessung bei
280 nm wurde an einem UV-VIS-Spektralphotometer, DU 7400 der Firma Beckman
(Miinchen, Deutschland) vorgenommen. Proteolytische Enzymaktivititen lieBen sich
nach der in 2.2.9.1 beschriecbenen Anson—Hidmoglobin—Methode gleichfalls
spektroskopisch bei einer Wellenldnge von 750 nm bestimmen. Die Konzentrierung
von 23,5 ml der vereinigten Enzymfraktion 1 auf ein Volumen von 1,7 ml erfolgte an

PM 30 (2.2.6.1).
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2.2.4.2 Gelchromatographie an Sepharose CL-6B

Fiir die Gelchromatographie an Sepharose CL-6B wurde eine Kunststoffsdule der
MaBe 62+2,1 cm verwendet. Die Aquilibrierung des Siulenmaterials erfolgte mit

mehreren Gelbettvolumina an 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5, 0,1 % Triton X-100. Es
wurden 1,7 ml der konzentrierten Enzymfraktion 1 mit einem Gesamtproteingehalt
von 70,7 mg auf das Sdulenmaterial aufgetragen (2.2.4.1). Die FlieBgeschwindigkeit
wurde auf 1 ml/min bei 4°C eingestellt. Als mobile Phase wurde 10 mM
Kaliumphosphat pH 7,5, 0,1 % Triton X-100 gewidhlt. Nach Sammlung von 80
Fraktionen zu 2,5 ml wurde die Absorption bei 280 nm spektroskopisch bestimmt. Die
proteolytische Enzymaktivitdit wurde nach der in 2.2.9.1 beschriebenen Anson—

Héamoglobin—Methode ermittelt.

2.2.4.3 Gelchromatographie an TSK G 3000 SW

Das fiir das HPLC-System vorgesehene Saulenmaterial TSK G 3000 SW
(Henschen et al., 1985) wurde mit 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 gespiilt. Nach der
Aquilibrierung wurden 500 pl der zuvor im Verhiltnis 1:200 verdiinnten
Enzymfraktion der Gelchromatographie an Sepharose CL-6B injiziert. Nach Injektion
der Probe wurde mit einer Flufirate von 1 ml pro Minute eluiert und Banden
entsprechend der Absorptionszunahme bei 280 nm separat gesammelt. Proteolytische
Aktivititen wurden gemdl3 2.2.9.1 nach der Anson—Hamoglobin—-Methode bestimmit.
Uber einen geriteinternen UV—Detektor erfolgte die Aufzeichnung der Absorption bei
280 nm.

2.2.4.4 Gelchromatographie an Sephadex G-25

Fiir einen Denaturierungsansatz wurden 500 pl, der mit Hilfe der Ultrafiltration
eingeengten Enzymfraktion nach Gelchromatographie an Sepharose CL-6B, eines

Proteingehalts von 3,2 mg, mit 1,4 ml 8 M Harnstoff, 50 ul B—Mercaptoethanol und
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2 Tropfen 5 % Methylaminhydrochlorid gemischt. Der Versuchsansatz verblieb fiir
4-5 Stunden bei Raumtemperatur und wurde im Anschlu3 daran mit Eisessig auf
einen pH—Wert von 3,5 eingestellt. Die Abtrennung von Harnstoff und B—Mercapto-

ethanol, sowie die weitere Abtrennung von Fremdprotein erfolgten an einer mit
Sephadex G-25 gefiillten Kunststoffsdule der Malle 59+2,1 cm, welche zuvor mit 2—3

Gelbettvolumina 0,1 M Essigsdure pH 3,5 gewaschen wurde. Als mobile Phase wurde
gleichfalls 0,1 M Essigsdure pH 3,5 eingesetzt. Nach Sammeln von Fraktionen zu
1,5 ml bei 4°C und einer FluBrate zu 1 ml/min wurde der pH-Wert mit Natronlauge
auf 7,5 eingestellt. Die Reagenzgldser wurden in gedffnetem Zustand, unter Zutritt von
Luftsauerstoff bei Raumtemperatur fiir mindestens 20 Stunden stehen gelassen. Die
Absorption bei 280 nm sowie die proteolytische Enzymaktivitit (2.2.9.1) wurden

spektroskopisch bestimmt.

2.2.4.5 Anionenaustauschchromatographie an DEAE Sephadex A-25

Die Abtrennung der Zellen von B. caldolyticus aus 5 Litern Kulturmedium erfolgte
durch Zentrifugation, unter Verwendung des Rotors JA-14 bei 6000 U/min und 4°C.
Im AnschluB daran wurden 1470 ml des enzymhaltigen Mediums auf eine
Anionenaustauschchromatographie—Sédule des Typs DEAE Sephadex A-25 gegeben,
welche zuvor mit mehreren Gelbettvolumina an 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5
dquilibriert wurde. Die Elution der Proteine erfolgte mit 198 ml (Einwaage) eines
0-0,5 M Natriumchlorid—Gradienten in 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5, wobei nach
Beendigung des Gradienten mit 0,5 M NaCl in 10 mM Kaliumphosphat nachgespiilt

wurde. Die Sdulenmalle betrugen 60x2,1 cm. Gesammelt wurden 94 Fraktionen zu

3 ml. Die Absorption bei 280 nm wurde spektroskopisch gemessen, und proteolytische

Aktivitaten nach Anson (2.2.9.1) bei 750 nm bestimmt.
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2.2.4.6 Gelchromatographie an Superdex 200 HiL.oad 16/60

I ml des Konzentrats der angereicherten Enzymfraktion 3, isoliert nach Anionen-
austauschchromatographie an DEAE Sephadex A-25 mit einem Proteingehalt von
1,3 mg, wurden mit einer HiLoad 16/60 Superdex prep grade—Siule an einer Akta—
Anlage von Amersham Biotech AB (Uppsala, Schweden) weiter aufgetrennt. Als
mobile Phase wurde 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 verwendet. Die FluBrate betrug
0,5 ml/min. Uber einen mit dem Akta—Gerit verbundenen Fraktionssammler wurden
100 Fraktionen zu 2 ml gesammelt. Die Absorption bei 280 nm wurde mit einem
UV-VIS-Spektralphotometer gemessen, und die Bestimmung der Enzymaktivitit
erfolgte nach der Anson—Hamoglobin—Methode (2.2.9.1).

2.2.5 Ultrazentrifugation

2.2.5.1 Saccharose-Gradienten-Zentrifugation

Fir die préaparative Ultrazentrifugation wurde ein 5-20%iger Saccharose-
Dichtegradient vorbereitet. Hierfliir wurden 2,4 ml einer 5%igen Saccharoselosung
und 2,4 ml einer 20%igen Saccharoselosung beide in 10 mM Kaliumphophat pH 7,5,
in einem Gradientenmischer, welcher iiber eine Schlauchpumpe mit einem
Zentrifugenrohrchen verbunden war, so geschichtet, dal die Konzentration vom
Zentrifugenrohrchenboden zum Zentrifugenrohrchenrand linear abnahm. Es folgte die
Auftragung von 130 pl der enzymhaltigen Probe, erhalten nach Gelchromatographie
an Sepharose CL-6B, mit einem Proteingehalt von 190 pg, auf den Gradienten. Im
Anschlufl daran wurde {iber einen Zeitraum von 195 Minuten bei 50000 U/min und
4°C zentrifugiert. Zur Stabilisierung des Saccharose-Dichtegradienten kam der
Ausschwingrotor SW-65 von Beckman (Miinchen, Deutschland) zum Einsatz. Die
Ultrazentrifuge Typ L5-65 stammte gleichfalls von Beckman. Die Fraktionierung des
Gradienten gelang, indem das Zentrifugenréhrchen mit einer Kappe verschlossen, und

eine Kapillare bis zum Boden des Rohrchens gefiihrt wurde. Somit konnte der
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Gradient mit abnehmender Dichte iiber eine Schlauchpumpe aus dem Rohrchen

entnommen werden. Gesammelt wurden 30 Fraktionen zu jeweils 130 pl.

2.2.6 Proteinkonzentrierung

2.2.6.1 Proteinkonzentrierung mit Ultrafiltration

Die Konzentrierung der proteolytisch aktiven Fraktionen der jeweiligen
Chromatographieschritte wiahrend der Proteaseanreicherung aus 7. thermophilus HBS
konnte mit Membranen der Firma Millipore GmbH (Eschborn, Deutschland), welche
eine Polyethersulfonbeschichtung (PM) und eine Porengréf3e von 30 kDa aufwiesen,
in Ultrafiltrations—Druckkammern des Types 8050 bzw. 8003 der Firma Amicon
(Witten, Deutschland) vorgenommen werden. Entsprechende Membranen wurden zur
Konzentrierung der extrazelluldren Proteasen aus B. caldolyticus eingesetzt, jedoch
mit dem Unterschied, da3 diese eine hydrophile Cellulosebeschichtung trugen (YM)
und eine Porengréf3e von 3 kDa aufwiesen. Neben der Konzentrierung lieBen sich mit

dieser Methode Salze sowie niedermolekulare Verbindungen zusitzlich abtrennen.

2.2.7 Proteinbestimmung

2.2.7.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung des Proteingehalts der enzymhaltigen Proben im Verlauf des
Reinigungsprozesses erfolgte nach der Methode von Bradford (1976). Um
Proteinmengen hinreichend genau bestimmen zu kOénnen, wurde eine
Kalibrierungsgerade mit Rinderserumalbumin fiir den Bereich 0-10 pg
Rinderserumalbumin pro ml aufgenommen. Die Probenansitze wurden jeweils auf
50 pl mit 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 erginzt und mit jeweils 950 pl des
Bradford—Reagenzes auf 1 ml aufgefiillt. Nach einer fiinfminiitigen Inkubationsdauer

wurde das Absorptionsmaximum bei 595 nm spektroskopisch bestimmt. Die
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Komponenten des Bradford—Reagenzes waren 100 mg Coomassie Brillantblau G 250,
gelost in 50 ml 95 % Ethanol p.a., 100 ml 85 % ortho—Phosphorsdure und H;Op;ges:.

erginzt auf das Volumen von 1 Liter.

2.2.8 Elektrophoretische Methoden

2.2.8.1 Diskontinuierliche SDS—Polyacrylamidgelelektrophorese

Das in dieser Arbeit verwendete Elektrophoresesystem von Hames (1988) basiert auf
dem PAGE-System nach Laemmli (1970). Es wurde mit einem dissoziierenden und
diskontinuierlichen pH—Puffersystem gearbeitet. Die Sammlung der Proteine erfolgte
im sauren Bereich bei pH 6,8 in einem 2,5%igen Sammelgel und die Trennung im
alkalischen Milieu bei pH 8,8 in einem 10%igen Trenngel. Zur Herstellung von
Trenngelen einer 10%igen Acrylamidkonzentration wurden 10 ml einer
Acrylamid/N,N’-Methylenbisacrylamidlosung des Verhiltnisses 30:0,8, 3,75 ml Tris—
HCI pH 8,8, 0,3 ml 10 % SDS (w/v), 1,5 ml 1,5 % Ammoniumperoxodisulfat (w/v),
14,45 ml H,Og4ejon. und 0,015 ml TEMED zusammengegeben. Die Polymerisation
erfolgte in einer Gel-Caster—Apparatur SE 250 von Hoefer Pharmacia Biotech Inc.
(Uppsala, Schweden). Fiir das 2,5 % ige Sammelgel wurden 2,5 ml Acrylamid/
N,N’-Methylenbisacrylamidlosung (30:0,8), 5 ml Tris—HCI pH 6,8, 0,2 ml 10 % SDS,
1,0 ml 1,5 % Ammoniumperoxodisulfatlosung, 11,3 ml H;Ogeon. und 0,015 ml

TEMED verwendet. Die angegebenen Volumina sind fiir 5 Minigele der Grof3e

10«8 cm vorgesehen.

Als Reservoirpufferlosung wurde Tris—Glycin pH 8,3 bestehend aus 3 g Tris, 14,4 g
Glycin und 0,1 % SDS (w/v) pro Liter HyOgeon. €ingesetzt. Die Probenvorbereitung
war derart, dal SDS—Probenpufferlosung und Enzymprobe in demselben Volumen
sowie 1/10  Volumen Bromphenolblaulésung  gemischt wurden. Die
SDS—Probenpufferlosung bestand aus 6 ml 10 % SDS (w/v), 3 ml 87 % Glycerin
(w/v), 2,4 ml TrissHCl pH 6,8 und 2,1 ml H,Ogj,,. Die Bestandteile der
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Bromphenolblaulésung waren 1 M Dithiothreitol und 0,2 % Bromphenolblau (w/v).
Das Gemisch wurde anschlieBend iiber einen Zeitraum von 10 Minuten bei 100°C
inkubiert. Die Elektrophorese erfolgte in einem vertikalen System der Hoefer
Pharmacia Inc. (Uppsala, Schweden) Typ Mighty Small Mini—Vertikal
Electrophoresis Unit, SE 250. Als Spannungsquelle diente ein Netzgerdt der Firma
BioRad (Miinchen, Deutschland), Power Pac 300. Die Auftrennung der Proteine im

elektrischen Feld wurde durch Anlegen einer Stromstiarke von 28 mA erreicht.

Die Fixierung und Anfarbung der Proteine nach beendeter Elektrophorese wurde, je
nach vorliegender Konzentration der Proteinprobe, wahlweise mit Coomassie
Brillantblau R 250 oder mit einer Silbernitratlosung angefarbt. Die Zusammensetzung
der Coomassie-Férbelosung war 45 % Methanol (v/v), 8 % Eisessig (v/v) sowie
0,25 % Coomassie Brillantblau R 250 (w/v). Die Entfarbelosung fiir Coomassie-
gefiarbte Polyacrylamidgele bestand aus 25 % Ethanol (v/v) und 15 % Eisessig
(v/v). Fiir den Farbungs— bzw. Entfarbungsvorgang wurden die Gele fiir 20 Minuten in
der Coomassie-Farbelosung auf einem Schiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Im
Anschlufl daran wurden die Gele, nach wiederholtem Wechsel der Entfarbelosung,
entfarbt. Fiir die wesentlich empfindlichere Silberfarbung wurden die PAGE-Gele
zundchst fiir 10 Minuten in Fixierlosung, bestehend aus 12 % Essigsdure (v/v), 40 %
Ethanol (v/v) und 0,05 % 37 % Formaldehyd (v/v), bei Raumtemperatur auf einem
Schiittler inkubiert. Es folgten drei Waschschritte iiber einen Zeitraum von jeweils
10 Minuten mit 50 % FEthanol. Im Anschlufl daran wurde das PAGE—Gel in einer
Imprignierlosung mit 0,2 % 10%iger Natriumthiosulfat-Pentahydrat-Ldsung (v/v) fiir
1 Minute inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten mit H,Opqe. €rfolgte die
Inkubation mit einer Silbernitratlosung der Zusammensetzung 0,2 % Silbernitrat (w/v)
und 0,075 % 37%iges Formaldehyd (v/v) liber einen Zeitraum von mindestens
20 Minuten. AnschlieBend wurde mit 6 % Natriumcarbonat (w/v), 0,004 % 10%iges
Natriumthiosulfat-Pentahydrat (v/v) sowie 0,05 % 37%iges Formaldehyd (v/v)
entwickelt. Nach weiteren zwei Waschschritten mit HyOyp;qe. SOWie einem Stoppbad
mit 40 % Ethanol (v/v) und 12 % Essigsdure (v/v) folgte eine 20miniitige Inkubation
der PAGE—Gele mit 50%igem Ethanol.
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2.2.8.2 Diskontinuierliche Polyacrylamidgelelektrophorese

Die hier verwendete Methode basiert auf dem System nach Laemmli (1970),
modifiziert durch Hames (1988). Mit einem nicht-dissoziierenden diskontinuierlichen
Puffersystem erfolgte die Trennung unter nativen Bedingungen im Trenngel bei
pH 8,8. Die Sammlung der Proteine geschah im Sammelgel bei einem pH von 6,8. Der
Acrylamidgehalt im Trenn— bzw. Sammelgel betrug 7,5 % bzw. 2,5 %. Zur
Auftrennung der Proteine im elektrischen Feld wurde eine Stomstdrke von 28 mA
gewahlt. Die Herstellung der Trenngele einer 7,5 % Acrylamidkonzentration
erforderte 7,5 ml der Acrylamid/N,N’Methylenbisacrylamid—Stammlosung (30:0,8),
3,7 ml Tris—HCI pH 8,8, 1,5 ml 1,5 % Ammoniumperoxodisulfat (w/v), 17,25 ml
H;O4eion. und 0,015 ml TEMED. Fiir die Priparation des Sammelgels mit einem
Acrylamidgehalt von 2,5 % wurden 2,5 ml der Acrylamid/N,N’Methylen-
bisacrylamid—Stammlésung, 5 ml Tris-HClI pH 6,8, 2,5 ml 1,5 %
Ammoniumperoxodisulfat und 0,015 ml TEMED vorgelegt. Das angegebene

Volumen war fiir 5 Minigele der Grofle 10«8 cm bestimmt. Die Reservoirpuffer-

16sung war aus 3 g Tris, 14,4 g Glycin pro Liter H,Ogeion, pH 8,3 zusammengesetzt.
Fiir die Probenvorbereitung wurden die jeweiligen enzymhaltigen Proben und 0,2 %
Bromphenolblau im Verhéltnis 11:1 gemischt. Elektrophoreseapparatur sowie

Spannungsquelle waren mit jenen in 2.2.8.1 beschriebenen identisch.

2.2.9 Enzymatische Bestimmungsmethoden

2.2.9.1 Proteolytische Aktivititsbestimmung nach Anson

Die Bestimmung und Quantifizierung proteolytischer Aktivititen enzymhaltiger
Losungen erfolgte mit Hilfe der Anson—-Hamoglobin—Methode (Anson, 1939). Der
Test bedient sich des Himoglobins als natiirlichem Substrat welches durch Zusatz von
Harnstoff entfaltet wird, und somit unspezifische proteolytische Angriffe des Enzyms

begiinstigt.
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Zur Herstellung des Hamoglobinsubstrats wurden 11,54 g Harnstoff, unter Riihren bei
25°C 1im Wasserbad in 10—15 ml HyOgeion. gelost. AnschlieBend erfolgte die Zugabe
von 2,4 g einer 1 N NaOH-Losung sowie 0,635 g lyophilisiertes Hamoglobin. Nach
weiterem Riihren fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur wurden 3,156 g einer
1 M Kaliumdihydrogenphosphatlosung zugegeben, die Losung mit HyOgejon. auf 32,6 g

aufgefiillt und der pH mit konzentrierter Salzséure auf 7,5 eingestellt.

Fiir den Enzymstandardtest wurden 250 pl enzymhaltige Losung und 250 pl des
Héamoglobinsubstrats fiir 15 Minuten bei 70°C in einem Heizblock inkubiert, durch
Zugabe von 1 ml einer 0,3 M Trichloressigsdure die Reaktion gestoppt und das
Prizipitat in einer Tischzentrifuge der Firma Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland),
Typ 5415 D abzentrifugiert. Nach Abnahme von 500 pl des Uberstands und Zusatz
von 1 ml 0,5 N Natronlauge sowie 250 pl, im Verhiltnis 1:3 mit HyO g0, verdiinntem
Folin—Ciocalteus Phenolreagenzes wurde die Absorption bei 750 nm spektroskopisch
bestimmt (Peterson, 1979). Die Behandlung des Leerwertes erfolgte in gleicher Weise,
jedoch mit dem Unterschied, daf3 eine Inkubation des Enzyms mit Substrat unterblieb

und dieses nach erfolgter Inkubation zugesetzt wurde.

Kalkulation

Um die gemessene proteolytische Aktivitdt kalkulieren zu konnen, definierte Anson
(1939) eine Protease-Einheit, indem er Tyrosin als Standardreferenz heranzog. So
entspricht ein Anson—Unit (AU) unter standardisierten Reaktionsbedingungen der
Proteasemenge, welche pro Minute die Menge an farbbaren Spaltprodukten freisetzt,

welche dieselbe Farbintensitit aufweisen wie 1 mmol freies Tyrosin.

Fir die Standardtyrosinlosung der Konzentration 0,8 mmol/l wurden 14,5 mg
L-Tyrosin in 100 ml HCl der Konzentration 0,2 mol/l geldst. So lie8 sich eine
Eichgerade mit Stoffkonzentrationen von 0 bis 240 nmol L-Tyrosin aufnehmen,
indem die Volumina der Proben auf 500 pl mit 0,2 mol/l HCI ergédnzt und nach
Zusatz von 1 ml einer 0,5 N NaOH-Losung sowie 250 ul des mit H,Ogeion.
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verdiinnten Folin—Ciocalteus Phenolreagenzes spektroskopisch bei 750 nm gemessen
wurden. Durch Umformung der Geradengleichung der aufgenommenen Eichgerade
kann die freigesetzte Stoffmenge iiber die gemessene Absorption und den ermittelten
Steigungsfaktor berechnet werden. Da AU als mmol Tyrosin pro Minute definiert
wird, entspricht 1 nmol Tyrosin 1 pAU. Infolge der Entnahme von 500 ul aus 1500 pl
der vorliegenden Inkubationslosung nach der Zentrifugation und einer Inkubationszeit
von 15 Minuten wird die ermittelte Stoffmenge durch 15 geteilt und mit dem Faktor 3
multipliziert. Es resultieren pAU pro Testansatz (250 pl enzymhaltige Losung). Die
Multiplikation von pAU mit 1000 und Division durch 0,25 ergibt pnAU pro Liter.
Nach Einberechnung der Verdiinnung und nochmaliger Division durch 1000 erhalt
man mAU pro Liter. Unter Beriicksichtigung des tatsdchlich vorliegenden Volumens

errechnet sich die Gesamtaktivitit.

2.2.9.2 Proteolytische Aktivititsbestimmung mit Ala—Ala—Phe-AMC

Das Aminopeptidasesubstrat Alanyl-alanyl-phenylalanin—7—amino—4—methyl-cumarin
(Ala—Ala—Phe—AMC) wird durch entsprechende Proteaseaktivitdt hydrolysiert, wobei
7—-Amino—4—methyl-cumarin (AMC) freigesetzt wird, welches stark fluoresziert. Die
Anregung der Verbindung erfolgte bei 380 nm und die Emission wurde bei 440 nm
gemessen. Alle Proben wurden bei 70°C in Abhidngigkeit von der Zeit in einem
Wasserbad inkubiert. Zur Herstellung der Substratlosung wurde das AMC—Peptid in
500 pl Methanol gel6st und anschlieBend mit 12 ml 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5,
0,03 % Triton X—100 verdiinnt. Fiir den Enzymtest wurden 2,5 ml Substratlosung
eingesetzt. Die Enzymkonzentration wurde, je nach Reinheit der Losung, im Bereich
zwischen 10-375 pg Protein in 2,5 ml Kiivettenvolumen (4-150 pug/ml Testlosung)
gewahlt. Alle Losungen wurden vor der Messung steril filtriert und somit von

Partikeln befreit, welche zur Messung von Artefakten fiihrten.
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Kalkulation

Unter Verwendung einer Standardlosung von 1,35 uM Chininsulfat-Dihydrat in 0,5 M
Schwefelsiure, erfolgte die Kalibrierung des Spektrofluorometers Typ Mark I, Farrand
Optical Co. Inc., (New York, Amerika). Die Anregung des Chininsulfats erfolgte bei
347 nm, die Emission wurde bei 448 nm aufgezeichnet (Zimmerman et al., 1977). Die
gemessene Fluoreszenz der freigesetzten AMC-Gruppe wurde als relative Fluoreszenz

dargestellt.

2.2.9.3 Proteolytische Aktivititsbestimmung mit Glutaryl-Phe-AMC

Glutaryl-phenylalanin—7—amino—4—methyl-cumarin (Glutaryl-Phe-~AMC) wurde als
Substrat fiir kinetische Untersuchungen tberpriift. Die hydrolytische Aktivitit der
Protease wurde durch die Freisetzung der AMC—Gruppe fluorimetrisch bei 440 nm
detektiert. Das Substrat konnte gemil} 2.2.9.2 gelost und eingesetzt werden. Zusétzlich
wurde es in Triethanolamin-HCI eingesetzt. Geldst wurde ein mg Substrat in jeweils
I ml 0,2 mol/l Triethanolamin-HCI pH 7,5 (Bergmeyer, 1984). Zur Herstellung der
Triethanolaminlosung wurden 37,13 g Triethanolamin in 800 ml H,Ogejo,. gelost, und
nach Einstellung des pH auf 7,5 mit HCly,,, auf 1000 ml mit HyOgjon. €rgédnzt. Fiir den
enzymatischen Test wurden 1850 pl der Triethanolaminlésung, 500 pl der
Substratlosung und 150 pl der nach Gelchromatographie erhaltenen Enzymldsung mit
einem Proteingehalt von 225 pg eingesetzt. Der Leerwert setzte sich aus denselben
Losungen zusammen mit dem Unterschied, dal die Enzymlosung durch 10 mM
Kaliumphosphat pH 7,5 ersetzt war. Die Bestimmung der Enzymaktivitit erfolgte
gemil 2.2.9.2.

2.2.9.4 Proteolytische Aktivititsbestimmung mit Suc—Phe—p-nitroanilid

Der Nachweis proteolytischer Aktivitdten mit N—Succinyl-phenylalanin—p—nitroanilid

(Suc—Phe—p-nitroanilid) erfolgte durch Messung des Chromophors p—Nitroanilin
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spektroskopisch bei einer Wellenldnge von 405 nm. Gelost wurde 1 mg Substrat in
jeweils 1 ml Triethanolamin-HCI der Konzentration 0,2 mol/l pH 7,5, gemal3 2.2.9.3.
Fiir den Enzymtest wurden 975 pul 0,2 mol/l Triethanolamin-HCI pH 7,5 sowie 500 pl
der Substratlosung zusammengegeben, und die Reaktion wurde durch Zusatz von
25 ul Enzymlosung gestartet. Die Enzymkonzentration wurde analog 2.2.9.2 im
Bereich zwischen 4-150 pg Protein pro ml Testlosung gewihlt. Die
Absorptionszunahme bei 405 nm wurde an einem thermostatisierbaren

Spektralphotometer bei 70°C iiber einen Zeitraum von 10 Minuten verfolgt.
Kalkulation

Enzymaktivitit stellt eine Konzentrationsdnderung pro Zeiteinheit dar. Die
Kalkulation der Konzentrationsdnderung pro Zeiteinheit erfolgt iiber die Bestimmung
der Anderung der Absorption pro Minute (AA/min). Unter Beriicksichtigung des
Volumens der Testlosung, des Probenvolumens, des Lichtwegs und des

Absorptionskoeffizienten des Substrats errechnet sich die Konzentration (mmol/l)

der eingesetzten Probe als AA«V iyette)/€xd*V (probe). Flr das freigesetzte p-Nitroanilid

betrigt der Absorptionskoeffizient €45=1,02 lsmmol'+smm™” (Bergmeyer, 1984). Fiir
die Konzentrationsaktivitdt pro Zeiteinheit ergibt sich die Volumenaktivitit (U/l) als

AA*V(KﬁVette)* 1 OOO/E*d*V(probe)*At.

2.2.9.5 Proteolytische Aktivititsbestimmung mit Suc—Ala—Ala—Pro—Phe—p-

nitroanilid

Analog zu der in 2.2.9.4 beschriebenen Methode wurde der Nachweis proteolytischer
Aktivitét mit N-Succinyl-alanyl-alanyl-prolyl-phenylalanin—p—nitroanilid
(Suc—Ala—Ala—Pro—Phe—p-nitroanilid) gefiihrt. Die Parameter zur Losung des
Substrats sowie die Testbedingungen und der Absorptionskoeffizient wurden in

2.2.9.4 beschrieben.
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2.2.9.6 Proteolytische Aktivitatsbestimmung mit Benzoyl-Arg—p-nitroanilid

Fiir Untersuchungen zur Substratspezifitdt der isolierten Protease wurde No—Benzoyl—
DL-arginin—p—nitroanilid (Benzoyl-Arg—p-nitroanilid) eingesetzt. Fiir den Enzymtest
wurden 4,4 mg des Substrats in 500 ul DMSO vorgeldst und mit H,Opiges;. €rgénzt,
was einer 4 mM Losung entspricht. Die Parameter fiir den Enzymtest waren 800 pl der
Substratlosung, 100 pul 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 und 100 pul Enzymlosung. Der

Nachweis und die Kalkulation entsprachen der in 2.2.9.4 angefiihrten Darstellung.

2.2.9.7 Hydrolytische Aktivititsbestimmung mit Benzoyl-Tyr—ethylester

Zur Charakterisierung des Enzyms beziiglich seiner Substratspezifitdt und moglicher
Esteraseaktivitit wurde N-Benzoyl-L—tyrosin-ethylester (Benzoyl-Tyr—ethylester)
tiberpriift. Hierzu wurde 1 mg des Substrats in 500 pl Methanol geldst und mit 12 ml
10 mM Kaliumphosphat pH 7,5, 0,1 % Triton X—100 ergénzt (Rao und Lombardi,
1975). Fiir den Enzymtest wurden 975 pl der Substratldsung und 25 pl Enzymlosung
eingesetzt. Die Proteinkonzentrationen bewegten sich je nach Reinheit im Bereich
zwischen 4-150 pg Testlosung. Die Reaktion sollte bei 256 nm als
Absorptionszunahme durch Zunahme von dissoziiertem N-Benzoyl-L-tyrosin, tiber
eine Zeitspanne von 10 Minuten, bei 70°C spektroskopisch mef3bar sein. Es gilt die in

2.2.9.4 angefiihrte Berechnungsformel mit &,5,=0,964 cm?/ umol (Bergmeyer, 1970).

2.2.9.8 Hydrolytische Aktivititsbestimmung mit Benzoyl-Arg—ethylester

Die Uberpriifung der isolierten Protease auf Esteraseaktivitit wurde mit Noa—Benzoyl—
arginin-ethylester (Benzoyl-Arg—ethylester) vorgenommen. Zur Herstellung der
Substratlosung wurden 34,3 mg No—Benzoyl-arginin-ethylesterhydrochlorid in 10 ml
10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 geldst. Die Losung wies eine Konzentration von

10 mmol/l auf (Walsh und Wilcox, 1979). Die Bedingungen fiir den Enzymtest sind in
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2.2.9.7 dargestellt. Es gilt die in 2.2.9.4 angefiihrte Berechnungsformel mit

€56=0,808 cm?/ umol.

2.2.9.9 Aktivitiatsbestimmung mit Furylacryloyl-Gly—Leu-amid

Ein spezifisches synthetisches Substrat fiir neutrale Proteasen ist N—[3—(2—Furyl)—
acryloyl]-glycyl-L-leucinamid (Feder, 1968). Der Nachweis der Hydrolyse erfolgte
spektroskopisch durch Messung der Absorptionsabnahme bei 345 nm und 70°C. Fiir
die Priparation der Stammlésung wurden 76,6 mg Substrat in 100 ml 10 mM
Kaliumphosphat pH 7.5 gelost. Die eingesetzten Volumina an Substratlosung und
Enzymlosung fiir den Aktivitatstest waren 950 pl bzw. 50 pl. Beim Leerwert wurde
statt Enzym 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 eingesetzt. Die Berechnung der
Enzymaktivitidt erfolgt gemiB 2.2.9.4 mit einem Absorptionskoeffizienten von

€345=0,766 cm?/ umol.

2.2.9.10 Proteolytische Aktivititsbestimmung mit Glu—Gly-Tyr—Ala—Lys

Das Pentapeptid Glu-Gly-Tyr-Ala-Lys wurde zur Untersuchung der enzym-
katalysierten Hydrolyse spezifischer Peptidbindungen eingesetzt. Fiir den Verdau des
Peptids durch Chymotrypsin A, aus Rinderpankreas wurden 1 pug Peptid/pl 10 mM
Kaliumphosphat pH 7,5 und 60 pg Chymotrypsin A4 pro 100 pl 10 mM
Kaliumphosphat pH 7,5 gelost. 60 pl Peptidlosung wurden als Leerwert iiber einen
Zeitraum von 30 Minuten bei RT inkubiert. Ferner wurden 40 pl Peptidlosung mit
10 pl Chymotrypsinlosung 30 Minuten lang bei RT inkubiert. Davon wurden jeweils
25 pl an der Nucleosil 120 C;g 5 um-Sdule mit einer HPLC-Anlage aufgetrennt.
Zusitzlich wurden 60 pl Peptidlosung als Leerwert iiber einen Zeitraum von
60 Minuten bzw. iiber Nacht bei 70°C in einem Heizblock inkubiert. 40 pl
Peptidlosung wurden mit 30 ul der gereinigten Protease aus 7. thermophilus HBS mit

einem Proteingehalt von 4,5 pg gemischt und iiber die gleichen Zeitrdume inkubiert.
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Die mobile polare Phase, bestehend aus Losung A mit 550 pl Trifluoressigsdure pro
Liter HyOpjgesr. und LOsung B mit 80 % Acetonitril und 0,05 % Trifluoressigséure,
wurde als Gradient im Verhéltnis 0-30 % Losung B gemischt. Die Detektion des
Peptids bzw. der Peptidfragmente erfolgte bei 214 nm.

2.2.9.11 Bestimmung der Katalaseaktivitat

Katalase aus Rinderleber besitzt eine molare Masse von 240000 Dalton. Die
Reduktion von H,O, zu H,O kann durch Abnahme der Absorption bei 240 nm
spektroskopisch verfolgt werden. Somit stellt die Messung der Absorptionsdifferenz in
Abhédngigkeit von der Zeit eine Mdoglichkeit dar, Katalaseaktivitit zu bestimmen. Die
fiir den Enzymtest eingesetzten Volumina waren 300 pl 10 mmol/l HO, in 10 mM
Kaliumphosphat pH 7,5, 600 ul Enzymlosung bzw. fiir den Leerwert statt dessen
600 pl 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 (Bergmeyer, 1983). Die Messung erfolgte bei

Raumtemperatur am UV-VIS—Spektralphotometer, und die Kalkulation kann unter
Beriicksichtigung des Absorptionskoeffizienten mit £40=0,00394 lsmmol+mm™”

gemif 2.2.9.4 vorgenommen werden.

2.2.9.12 Bestimmung der Fumaraseaktivitat

Fumarase, ein in der Matrix der Mitochondrien lokalisertes Enzym mit einer molaren
Masse von 194000 Dalton katalysiert die reversible Umwandlung von Malat in
Fumarat. Die Anhdufung von Fumarat wird als Zunahme der Absorption bei 240 nm
in Abhingigkeit von der Zeit spektroskopisch bei Raumtemperatur gemessen. Zur
Herstellung der Substratldsung wurden 134 mg DL-Apfelsdure in 10 ml 10 mM
Kaliumphosphat pH 7,5 gelost, anschlieBend 3,5 ml einer 1 N NaOH-Losung
zugegeben und mit 10 mM Kaliumphosphat auf 20 ml aufgefiillt. Die Volumina fiir
den Enzymtest waren 800 ul der Substratlosung und 200 pl der angereicherten
Enzymlosung. Die Reaktion wurde am UV-VIS—Spektralphotometer aufgezeichnet,
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und die Kalkulation der Enzymaktivitit erfolgte unter Beriicksichtigung des

Absorptionskoeffizienten €,4¢=2,44 cm?*/umol (Bergmeyer, 1970) gemiB 2.2.9.4.

2.2.9.13 Bestimmung der Lactat-Dehydrogenaseaktivitit

Lactat-Dehydrogenase aus Schweineherz besitzt eine molare Masse von 140000
Dalton und katalysiert die reversible Reduktion von Pyruvat. Die direkteste
Bestimmungsmethode fiir Lactat-Dehydrogenaseaktivitit ist die spektroskopische
Messung der Absorptionsabnahme des Cosubstrats NADH+H" bei 340 nm. Fiir den
Enzymtest wurden 700 pl 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5, 100 pl 1 mmol/l
NADH+H", 100 ul 1 mmol/I Natriumpyruvat sowie 100 ul der enzymhaltigen Losung
eingesetzt. Der Leerwert war entsprechend zusammengesetzt, jedoch mit dem
Unterschied, dal das Enzym durch das entsprechende Volumen an 10 mM
Kaliumphosphat pH 7,5 ersetzt war. Der Absorptionskoeffizient betragt
€340=6,2 cm’/pumol (Bergmeyer, 1970).

2.2.9.14 Bestimmung der a—Amylaseaktivitit

o—Amylase aus Bacillus subtilis weist eine molare Masse von 96900 Dalton auf.
a—Amylase spaltet a-glycosidische 14 Bindungen im Inneren des Stirkemolekiils,
wodurch Maltose und weitere reduzierende Fragmente entstehen. Reduzierende
Kohlenhydrate konnen mit 3,5-Dinitrosalicylsdure spektroskopisch bei 546 nm
nachgewiesen werden (Bergmeyer, 1970). Die Zusammensetzung der Substratlosung
war 500 mg 16sliche Stirke und 17,5 mg NaCl geldst in 50 ml 10 mM Kaliumphosphat
pH 7,5. Zur Herstellung des Férbereagenzes wurden 1 g 3,5-Dinitrosalicylsdure in
20 ml einer 2 N NaOH-Lo6sung und 50 ml HyOpiqes.. gelost und nach Zugabe von 30 g
K—Na-Tartrat auf 100 ml mit H,Opges aufgefiillt. Im Verlauf des Aktivititstests
wurden 125 pl der Substratlosung und 125 pl enzymhaltige Losung fiir eine Stunde
bei 37°C in einem Brutschrank inkubiert und im Anschlul daran 250 pl des

Féarbereagenzes zugegeben. Nach zehnminiitiger Inkubation der Proben in einem



Material und Methoden 41

Wasserbad bei 100°C wurde mit 2,5 ml H,Oyqes. aufgefiillt und die Absorption bei
546 nm am UV-VIS-Spektralphotometer gemessen. Der Leerwert wurde entsprechend
behandelt, jedoch mit dem Unterschied, daf3 statt Enzym 10 mM Kaliumphosphat pH

7,5 eingesetzt wurde.

2.2.10 Nachweis von Glycoproteinen

Der Nachweis von Zuckerresten in Glycoproteinen erfolgte nach Auftrennung des
Proteins im SDS—Polyacrylamidgel (Glossmann und Neville, 1971). Um das SDS zu
entfernen, wurde das SDS—Gel dreimal fiir eine Stunde in der Waschldsung aus 30 %
Methanol (v/v), 10 % Essigsdure (v/v) in HyOgejon, bei Raumtemperatur inkubiert. Im
Anschlufl daran wurde im Dunkeln bei 4°C iiber einen Zeitraum von 1 Stunde mit 1 %
Perjodsdure (w/v) in 7,5 % Essigsdure (v/v) in H;Ogeon oxidiert, und nach
mehrfachem Waschen des Gels mit 7,5 % Essigsdure (v/v) in HyOgejon, Wurde mit
Schiffs Reagenz bei 4°C und iiber einen Zeitraum von 1 Stunde gefarbt. Im Anschluf3
an die Farbung wurde iiberschiissiges Schiffs Reagenz mit 1 % Natriumbisulfit (w/v)
in 0,1 N HCIl entfernt. Als Positivkontrolle wurde Ovalbumin, bzw. als

Negativkontrolle Rinderserumalbumin verwendet.

2.2.11 GrofBlenbestimmung an Sepharose CL-6B

Fir die chromatographische Auftrennung an Sepharose CL-6B wurde eine
Kunststoffsdule mit den MaBBen 74x2,1 cm verwendet. Die Standards waren 1 mg

Dextranblau aus Leuconostoc ssp., 50 ng Katalase aus Rinderleber, 7 ug Lactat—
Dehydrogenase aus Schweineherz, 1 mg a-Amylase aus Bacillus subtilis und 6 pg
Fumarase aus Schweineherz (Andrews, 1965). Von der Protease aus 7. thermophilus
HBS wurden 200 pl der Enzymfraktion nach Sepharose CL-6B, mit einem

Proteingehalt von 1 mg eingesetzt. Das Sdulenmaterial wurde vor dem Probenauftrag
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mit mehreren Gelbettvolumina 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 gespiilt. Die Elution
der Proteine erfolgte mit einer FluBrate von 1 ml/min, unter Verwendung der
genannten Pufferlosung. Der Nachweis der Enzyme wurde gemifl Abschnitt 2.2.9.11
mit Hilfe der UV-VIS-Spektroskopie vorgenommen. Die Absorption des
Dextranblaues wurde gleichfalls spektroskopisch bei einer Wellenldnge von 580 nm

£emessen.

2.2.12 Quervernetzung mit Dimethylsuberimidat

Die Proteinkonzentrationen der Standardproteine Katalase aus Rinderleber und Lactat-
Dehydrogenase aus Schweineherz betrugen 0,15 mg bzw. 0,014 mg. Fiir die Protease
aus 1. thermophilus HB8 wurde eine Konzentration von 35 pg gewdhlt. Pro
Versuchsansatz wurde das Protein in 100 pl 0,2 M Triethanolaminhydrochlorid pH 8,5
gelost und Dimethylsuberimidatdihydrochlorid zugesetzt bis eine Endkonzentration
von 20 mM im gegebenen Volumen erreicht war (Hunter und Ludwig, 1970; Hajdu
et al., 1976; Davies und Stark, 1970). Die zeitabhéngige Entnahme von jeweils 30 pl
Probenldsung aus dem Versuchsansatz erfolgte nach 0, 15 und 30 Minuten. Durch
Addition der doppelten Menge an Hydroxylaminhydrochlorid, bezogen auf die
anfangliche Dimethylsuberimidatkonzentration, konnte die Vernetzungsreaktion

gestoppt werden.

2.2.13 Elektrotransfer von Protein (Westernblot)

Der Transfer von Protein aus SDS-PAGE-Gelen basierte auf dem Tank-Blotting-
System (Towbin et al.,, 1979; Gershoni und Palade, 1983). Die Transfer-
Elektrophorese-Einheit ,,Mighty Small” stammte von Hoefer Pharmacia Biotech Inc.
(Uppsala, Schweden). Die Transfer-Pufferlosung bestand aus 25 mM Tris, 192 mM
Glycin, 3,5 mM SDS und 20 % (v/v) Methanol, pH 8,3. Als proteinbindende
Oberfliche wurde eine Poly-(vinylidendifluorid)-Membran (PVDF) verwendet

(Matsudaira, 1987). Die hydrophoben Membranen wurden vor dem Transfer in
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Methanol eingelegt und anschlieBend in Transferpufferlosung fiir 2-5 Minuten
dquilibriert. Das SDS-PAGE-Gel, die Membran, Blottingpapier sowie eine beidseitige
Lage Schaumstoff und zwei Plastikhalterungen bildeten ein sandwichartiges System,
welches in die kiihlbare Tankvorichtung, befiillt mit Towbinpuffer, eingesetzt wurde.
Als Spannungsquelle diente ein Gerit von LKB, 2197 Power Supply,
(Bromma, Schweden). Die angelegte Spannung betrug 85 Volt. Die Zeit fiir einen
kompletten Transfer waren 4-5 Stunden. Proteine auf PVDF-Membranen lieen sich
mit Coomassie Brillantblau R 250 anfarben. Hierzu wurde die Membran nach dem
Transfer in einer Losung bestehend aus 0,1 % Coomassie Brillantblau R 250 (w/v) in
40 % Methanol (v/v), 1 % Essigsdure (v/v) in HyOgejon. gefarbt und mit 80 % Methanol
(v/v) in HyOgeion. unter mehrfachem Wechsel der Losung entfarbt. Nach dem Trocknen
der Membran lieBen sich die gefarbten Proteinbanden auf weilem Hintergrund

erkennen.

2.2.14 Bestimmung der N-terminalen Sequenz der Primirstruktur

der Protease aus 7. thermophilus HBS

Die Bestimmung der N-terminalen Sequenz der Protease wurde mit Hilfe der Methode
nach Edman vorgenommen (Edman und Begg, 1967). Hierzu wurde die angereicherte
proteasehaltige Enzymfraktion 1 nach Anionenaustauschchromatographie an
DES52-Cellulose in unterschiedlichen Konzentrationen in einem 10 % SDS-PAGE
aufgetrennt (2.2.8.1). Das ungefarbte SDS-Gel wurde direkt im AnschluB3 einem
Elektrotransfer unterzogen. Die Bindung des Proteins erfolgte an eine hydrophobe
PVDF-Membran, welche nach beendetem Transfer einer Coomassie Brillantblau
R 250-Farbung sowie anschlieBender Entfirbung unterzogen wurde (2.2.13). Die
transferierten 67 kDa-Banden wurden aus der Membran herausgeschnitten und einer
automatischen Analyse im Sequenator, ausgehend vom N-Terminus, unterworfen und

als Phenylthiohydantoinderivate (PTH) nachgewiesen. Hierzu wurden Membranstiicke
der GroBe 3«1 mm aus der Coomassie-gefairbten PVDF-Membran in einen TFA-

behandelten Glasfilter zusammen mit 0,75 mg BioBrene Plus von Applied Biosystems
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(Weiterstadt, Deutschland) gegeben. Nach Fixierung des Filters im dafir
vorgesehenen Reaktionsraum wurde die Sequenzierung im Protein-Sequenator 494A

Procise von Applied Biosystems ausgefiihrt. Die Auftrennung der PTH-Aminosduren
erfolgte mit Hilfe einer HPLC-C g-Séule der Malle 2,1+250 mm. Die Detektion der

PTH wurde entsprechend der erhaltenen UV-Absorptionssignale bei 269 nm erreicht.
Die Quantifizierung wurde anhand eines 10 pmol PTH-Aminosdurenstandards von

Applied Biosystems vorgenommen.

2.2.15 Gelverdau der Protease aus 7. thermophilus HBS

In Hinsicht auf einen Gelverdau der Protease aus 7. thermophilus HBS wurde ein 10 %
SDS-Polyacrylamidgel vorbereitet. Als angereicherte enzymbhaltige Probe wurde
Enzymfraktion 1 nach Anionenaustauschchromatographie an DES52-Cellulose, mit
einem Proteingehalt von 41,6 mg/ml, eingesetzt. Nach der Probenvorbereitung fiir das
SDS-PAGE gemidB3 2.2.8.1 wurden 4 Geltaschen mit jeweils 10,4 pg Protein
vorgesehen. Weitere 4 Geltaschen verblieben leer und dienten als Gelblank. In einer
weiteren Geltasche erfolgte die Auftrennung des Proteinmolekulargewichtsstandards
(3.2.9). Nach beendeter Gelelektrophorese wurde das Gel mit Coomassie Brillantblau
R 250 gefirbt und schlieBlich entfarbt (2.2.8.1). Nach zwei folgenden Waschschritten
des Gels mit HOpqer,. Wurde die Priparation der interessierenden Proteinbanden
vorgenommen, wobei jeweils 2 identische Gelbanden zusammengefalit wurden. Die
jeweiligen Gelbanden wurden zweimal iiber einen Zeitraum von 15 Minuten mit je
I ml H,Opigest. gewaschen und anschliefend in Wiirfel geschnitten, welche ihrerseits
fir zweimal 15 Minuten mit 1 ml H,Ope;. gewaschen wurden. Zur vollstindigen
Entfarbung der Banden erfolgten zwei Waschvorginge tiber jeweils 15 Minuten, mit
100 pul 50 % Acetonitril sowie ein Schrumpfvorgang durch Zugabe von 100 pl
Acetonitril. Nach Entfernung des Acetonitrils wurden die Gelwiirfel mit 100 pl
50 mM Ammoniumhydrogencarbonat rehydratisiert, nochmals mit 100 pl Acetonitril
fiir 15 Minuten auf dem Schiittler geschrumpft und nach Abnahme der Losung in einer

Vakuumzentrifuge bei RT getrocknet.
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Die Reduktion wurde unter Schutzgas mit 10 mM Dithiothreitol in 100 pul 50 mM
Ammoniumhydrogencarbonat pH 8,2-8,4 vollzogen und fiir eine Stunde bei 56°C auf
dem Schiittler, unter Lichtabschluf3, belassen. Es folgte die Alkylierung mit 2 %
4-Vinylpyridin in 100 pl 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat pH 8,2-8.4, gleichfalls
unter Schutzgas fiir 30 Minuten und LichtabschluB3 auf dem Schiittler. AnschlieBend
wurden die Uberstinde abgenommen, zweimal 15 Minuten mit 200 pl 50 %
Acetonitril gewaschen, mit 100 pl Acetonitril geschrumpft, mit 100 ul 50 mM
Ammoniumhydrogencarbonat  rehydratisiert und die  Gelwiirfel in  der
Vakuumzentrifuge bei RT getrocknet. Durch Zugabe von 50 ul Verdaupuffer,
bestehend aus 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat, 10 % Acetonitril und 1 mM

CaCl,, wurden die Gelstiicke rehydratisiert.

Fiir die Hydrolyse wurden jeweils zwei 67 kDa-Proteasebanden zusammengefalit und
mit Trypsin behandelt. Zusétzlich wurde ein Verdau der ~55 kDa-Bande mit Trypsin
vorgenommen. Die Konzentration des Trypsins wurde so berechnet, dal es im
Verhiltnis 1:50 des eingesetzten Proteins vorlag. Es wurden 20 pl einer Trypsinlosung
(100 pg/100 ul 1 mM HCI; Verd. 1:50 ) zugegeben, so dal3 400 ng Trypsin pro Ansatz
vorlagen. Nach Zugabe von 60 pul Verdaupuffer ohne CaCl,-Zusatz wurde 12 Stunden
lang bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurden 50 pl 25 mM
Ammoniumhydrogencarbonat, 50 ul Acetonitril fiir 15 Minuten zugegeben und die
Uberstinde jeweils abgenommen und gesammelt. Es folgten zwei Elutionen iiber
einen Zeitraum von jeweils 15 Minuten mit 100 pl 5 % Ameisensdure, 50 %
Acetonitril sowie eine Elution mit 100 pl 5 % Ameisensédure, 50 % Acetonitril fiir 15
Minuten im Ultraschallbad, wobei jeweils die Uberstinde abgenommen und
gesammelt wurden. Nach einer abschlieBenden Elution mit 50 pl Acetonitril
tiber den Zeitraum von 15 Minuten sollten alle Peptide in der vereinigten Eluatlosung
vorliegen, welche auf ca. 10 pl mit Hilfe einer Vakuumzentrifuge bei RT

eingeengt wurde (Beck, 2002).
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2.2.16 Bestimmung von Teilsequenzen der Primirstruktur der

Protease aus 7. thermophilus HB8 mit Massenspektrometrie

Fiir die Bestimmung von Teilsequenzen der 67 kDa-Protease und der ~55 kDa-Bande

aus 1. thermophilus HBS wurden die Peptide an einer RP-Kapillarsdule der Firma
Grom (Herrenberg, Deutschland) TSK-Gel Super-ODS 120 mmx+300 pm mit einer

FluBrate von 5 pl/min an einem HPLC-System von Agilent (Waldbronn, Deutschland)
mit angeschlossenem UV-Detektor aufgetrennt. Das getrocknete Peptidgemisch der
~55 kDa-Bande wurde in 10 pl 0,025 % TFA in HPLC-Wasser geldst, und davon
wurden 2,5 pl auf die Sdule gegeben. Als Elutionsmittel wurden Losung A mit
0,025 % TFA in HPLC-Wasser und Losung B mit 0,023 % TFA, 80 % Acetonitril in
HPLC-Wasser eingesetzt. Der Gradient setzte sich {iber den Zeitraum 0-10 Minuten
aus 5 % B, von 10-15 Minuten aus 10 % B, von 15-100 Minuten aus 75 % B und von
100-120 Minuten aus 95 % B zusammen. Entsprechend wurde das erhaltene
Peptidgemisch des tryptischen Verdaus der 67 kDa-Protease behandelt und
aufgetrennt. Der UV-Detektor zeichnete die erhaltenen Signale bei einer Wellenldnge

von 214 nm auf.

Die Peptididentifizierung erfolgte mit Hilfe eines LC-MS/MS-Experiments. Das
verwendete lonenfallen-Massenspektrometer esquire 3000”™ der Firma Bruker
Daltronik (Bremen, Deutschland) war direkt mit der RP-Trennsdule gekoppelt.
Ionisierung erfolgte mit Elektrospray. Zusdtzlich konnten mit Hilfe einer
Kollisionsaktivierung (CID) von den Peptiden wihrend des LC-MS/MS-Experiments
Fragmentionenspektren erhalten werden, wodurch Proteine in Datenbanken, falls

vorhanden, identifiziert werden konnen.
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2.2.17 Isolierung der genomischen DNA aus 7. thermophilus HB8

Fiir die Isolierung von genomischer DNA aus 7. thermophilus HBS wurden 50 ml
Kulturmedium (2.2.1) mit 7. thermophilus HBS beimpft und am darauffolgenden Tag
in ein KulturgefaB mit 200 ml Nihrmedium iiberimpft. Am Folgetag wurden die
Zellen gemaB3 2.2.1 durch Zentrifugation geerntet, der Zellniederschlag in 100 ml
TES-Saccharoselosung, bestehend aus 25 g Saccharose in 30 mM Tris-HCI, 5 mM
EDTA, 50 mM NaCl, pH 8, suspendiert und bei 6000 U/min und 4°C zentrifugiert. Im
Anschluf} daran erfolgte eine nochmalige Resuspendierung des Zellniederschlags in
6 ml TES-Saccharoselosung. Es folgten die Zugabe von 1 ml 0,25 M EDTA und
0,4 ml 1 % Lysozym (w/v) (StiBmuth et al., 1987). Die Losung wurde bei 37°C unter
Schiitteln fiir 20 Minuten und nach nochmaligem Zusatz von 1 ml 0,25 M EDTA fiir
weitere 40 Minuten inkubiert. Die vollstindige Lyse lieB sich durch den Zusatz
von 1 ml 10 % SDS (w/v) nach Inkubation fiir 30 Minuten erreichen. Es folgte ein
Verdau der Zellproteine durch Zusatz von 0,9 ml 0,3 % Proteinase K aus Tritirachium
(w/v) in 10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 8 bei 30°C. Der Zusatz von 8 ml
Roti-Phenol/Chloroform pH 7,5-8 begiinstigte die Denaturierung und Sammlung der
Proteine. Die Trennung von organischer und wissriger Phase geschah durch
Zentrifugation bei 12000 U/min iber einen Zeitraum von 15 Minuten bei 10°C.
Phenolreste lieBen sich durch den Zusatz von Diethylether entfernen. Es folgte der
Zusatz von 1 % RNase aus Rinderpankreas (w/v) in 30 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA,
50 mM NaCl, pH 8, welche zuvor fiir 10 Minuten bei 100°C gekocht wurde. Der
Versuchsansatz wurde bei 37°C fiir eine Stunde inkubiert. Im Anschluf3 daran wurde
die genomische DNA mit einer LoOsung, bestehend aus 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat pH 4,6 und 2,5 Volumen kaltem Ethanol bei 70°C {iber einen Zeitraum
von 20 Minuten geféllt und mit 7000 U/min bei 4°C fiir 20 Minuten abzentrifugiert.
Der DNA-Niederschlag wurde fiir 15 Minuten in einem Exsikator getrocknet und in
1,5 ml 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8 iiber Nacht bei 37°C im Heizblock
gelost.
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2.2.18 Kinetik

2.2.18.1 pH-Optimum

Fiir die Bestimmung des pH-Optimums wurde das Peptid Ala-Ala-Phe-AMC als
400 uM Losung in Universalpuffer nach Teorell und Stenhagen gelost (Bisswanger,
2000). Das Peptid wurde gemif3 2.2.9.2 in Methanol p.a. vorgeldst. Zur Herstellung
der Universalpufferlosung wurden 100 ml 0,22 M Citronensdure, 100 ml 0,33 M
Phosphorsdure, 3,54 g Borsdure und 343 ml einer 1 N NaOH-Losung
zusammengegeben und mit H,Og. auf einen Liter aufgefiillt. Die Einstellung der pH-
Werte erfolgte in Stufen iiber einen Bereich von 3-12 mit konzentrierter HCI. Fiir
den Enzymtest wurden 225 pg Enzym in Universalpuffer bei der jeweils
entsprechenden pH-Stufe bei 70°C fiir 30 Minuten inkubiert. Der aktuelle pH-Wert

wurde am Ende der Aktivitidtsbestimmung mit einer pH-Elektrode {iberpriift.

2.2.19 Immunisierung

2.2.19.1 Immunisierung eines Kaninchens mit Antigen aus B. caldolyticus

Fir die gezielte Antikorperbildung in einem Versuchstier wurden 50 pg der
gereinigten 69-kDa-Protease aus B. caldolyticus in 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5,
unter Zusatz desselben Volumens des kompletten Freundschen Adjuvans einem
Kaninchen von Charles River (Kissleg, Deutschland) bei der primédren Applikation
injiziert (Harlow, 1988). Dabei wurde das in 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 geloste
Antigen mit dem mineraldlhaltigen Adjuvans durch wiederholtes Aufziehen in einer
Spritze so gemischt, dal eine Emulsion entstand. Die Emulsion wurde dem Kaninchen
subkutan in die Riickenhaut an verschiedenen Stellen appliziert. Im Abstand von sechs
Wochen folgte die sekundire Applikation mit 16 pg Antigen. Nach einer weiteren
Woche wurden 4 ml Blut aus der Ohrvene des Kaninchens entnommen. Das Blut

verblieb fiir eine Stunde im Trockenschrank bei 37°C bis zur vollstindigen Gerinnung.
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Das Serum im Uberstand wurde fiir die weitere Uberpriifung auf vorhandene
Immunglobuline vom Koagulat abgenommen. Der verbliebene Blutkuchen wurde iiber
Nacht im Kiihlraum aufbewahrt und am folgenden Tag bei 4000 U/min und 4°C fiir
10 Minuten im Rotor des Typs SS-34 abzentrifugiert, und der Uberstand
abgenommen. Im Falle einer positiven Reaktion auf Immunglobuline wurde das
Gesamtblut des Kaninchens nach einer weiteren Woche entnommen und entsprechend

behandelt. Die Serumfraktion kann bei —70°C tiber mehrere Jahre konserviert werden.

2.2.19.2 Immunodiffusion nach Ouchterlony

Fiir die Immunodiffusionsmethode (Harlow, 1988) wurden Agaroseplatten mit 1,4 %
Agarose (w/v) in phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlésung (PBS) pH 7,4
in einem Wasserbad erhitzt, anschliefend auf 45°C abgekiihlt und in Platten mit einem

Durchmesser von 3,5 cm gegossen. Die Bestandteile von PBS waren 8 g NaCl, 0,2 g
KH,PO, und 1,34 g Na,HPO4+2 H,O pro Liter HyOgejon.. Nach Erstarren der Agarose

erfolgte das Austanzen peripherer Locher (@ 0,4 cm) sowie eines Zentrallochs
(@ 0,6 cm) mit einer Lochstanze. Vom Serum des Kaninchens wurden 220 pl mit
einem Proteingehalt von 7,1 mg in das Zentralloch gegeben, und periphere Locher
wurden mit der angereicherten Enzymfraktion 3 nach Anionenaustausch-
chromatographie an DEAE Sephadex A-25, eines Proteingehalts von 0,58 mg bzw.
1,29 mg in jeweils 70 ul 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5, befiillt. Die Agaroseplatten

verblieben iiber einen Zeitraum von mehreren Tagen bei Raumtemperatur.

Schwichere Prazipitationslinien konnten zur besseren Sichtbarmachung nach der
Immunodiffusion, mit Coomassie Brillantblau G 250 gefarbt werden. Hierzu wurde
die verfestigte Agarose aus der Petrischale genommen und 3+3 Stunden in
physiologischer Kochsalzlésung pH 7,4 gebadet, beidseitig mit Filterpapier abgedeckt
und an der Luft getrocknet. Nach 5-10miniitiger Inkubation in 0,05 % Coomassie

Brillantblau G 250 (w/v) wurde das  getrocknete  Agarosegel in
Essigsdure/Ethanol/Wasser im Verhiltnis 1:5:4 (v/v/v) entfarbt.
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2.2.19.3 Antigen-Antikorperkomplexe in Losung

Fir die Antigen-Antikdrper-Prizipitin-Reaktion wurden Antigen- als auch
Antikorperfraktionen iiber einen Zeitraum von 30 Minuten bei Raumtemperatur
vorinkubiert und die Enzymaktivitdt mit Hilfe des Ansontests (2.2.9.1) bestimmt. Die
angereicherte Enzymprobe (konzentrierte Enzymfraktion 3 nach DEAE Sephadex
A-25) wies einen Proteingehalt von 1,3 mg/ml auf und wurde so verdiinnt, da3 100 pg
Protein jeweils in der Probe vorlagen. Der Proteingehalt der angereicherten
Antikorperfraktion nach Gelfiltration an Superdex wurde zu 11,59 mg/ml bestimmt.
Die eingesetzten Antikdrpermengen erstreckten sich iiber den Bereich von 50-200 pg

Protein.

2.2.20 Antikorperreinigung

2.2.20.1 Ammoniumsulfat-Fraktionierung

12 ml des Kaninchenserums wurden bei 4°C und 15000 U/min iiber einen Zeitraum
von 10 Minuten im Rotor des Typs SS-34 zentrifugiert. Nach Vereinigung der
Uberstinde und Zugabe von 1/10 des Volumeniiberstands (1,2 ml) einer 1 M
Tris/HCIl-Losung pH 8,0 resultierten 13,2 ml. Im Anschlul daran erfolgte die
tropfenweise Zugabe desselben Volumens (13,2 ml) einer geséttigten
Ammoniumsulfatlésung, so dall eine 50 % ige Losung resultierte. Die Losung wurde
noch flir eine Stunde bei Raumtemperatur gerithrt und bei 4°C wiederum fiir
10 Minuten bei 15000 U/min zentrifugiert. Nach Aufnahme des Niederschlags in 2 ml
H;O4eion, Wwurde nochmals 40 % des vorliegenden Volumens (1,2 ml) der geséttigten
Ammoniumsulfatlosung zugegeben und tiber Nacht bei 4°C aufbewahrt. Am néchsten

Tag wurde der Niederschlag bei 4°C fiir 10 Minuten bei 15000 U/min
abzentrifugiert, nochmals in 3 ml H,Og,, aufgenommen und fiir 2«2 Stunden bei

Raumtemperatur gegen physiologische Kochsalzlosung (PBS) dialysiert. Das
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Probenvolumen nach der Dialyse betrug 3,9 ml. Alle Proteinbestimmungen im Verlauf

der Antikorperreinigung wurden nach Bradford bestimmt (2.2.7.1).

2.2.20.2 Hydrophobe Interaktionschromatographie an Phenylsepharose

Fiir diese Anwendung wurde eine Kunststoffsdule der Malle 12«1 cm eingesetzt. Die

Aquilibrierung des hydrophoben Gelmaterials Phenylsepharose CL-4B erfolgte mit
1 M Ammoniumsulfat in 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5. Die im Anschluf} an die
Ammoniumsulfatprizipitation erhaltene, dialysierte Probe (2.2.20.1) mit einem
Volumen von 3,9 ml wurde mit der entsprechenden Ammonium-
sulfatsalzkonzentration (1 M) versetzt und im Anschlufl auf das Sdulenmaterial
aufgetragen. Die Elution der Proteine wurde mit einem absteigenden Gradienten
von 1-0 M Ammoniumsulfat (50 ml + 52 ml) in 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5
ausgefiihrt. Im Anschluf3 an den Gradienten wurde mit 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5
nachgespiilt. Es wurden 120 Fraktionen zu jeweils 1,5 ml mit einer FluBrate von
Iml/min gesammelt, die Immunglobulinbande spektroskopisch iiber die Absorption
bei 280 nm detektiert und Fraktionen mit der hochsten Absorption vereinigt. Die
Konzentrierung der Immunglobulinfraktion erfolgte mit Ultrafiltration unter

Zuhilfenahme einer YM 3-Membran (2.2.6.1).

2.2.20.3 Gelchromatographie an Superdex 200 Hil.oad 16/60

14,3 mg der nach hydrophober Interaktionschromatographie an Phenylsepharose
CL-4B gewonnenen Immunglobulinfraktion wurden an Superdex 200 HiLoad 16/60
mit Hilfe des Akta-Systems aufgetrennt. Als mobile Phase diente 10 mM
Kaliumphosphat pH 7,5. Gesammelt wurden 80 Fraktionen zu 2 ml mit einer Flurate
von 0,5 ml/min. Die Lokalisation der Proteinbanden erfolgte iiber die Aufzeichnung

der Absorption bei 280 nm.
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2.2.21 Immunoreinigung

2.2.21.1 Immobilisierung von Antikorpern an CNBr-aktivierter Sepharose

Fiir die Immobilisierung von Antikérpern an CNBr-aktivierter Sepharose 4B wurden
2 ml der erhaltenen Immunglobulin-Fraktion nach hydrophober Interaktions-
chromatographie an Phenylsepharose CL-4B mit einem Proteingehalt von 27,6 mg
gegen 0,5 M Natriumchlorid in 0,1 M Natriumhydrogencarbonat pH 8,3 {iber Nacht
dialysiert . Wahrenddessen wurde die prédaktivierte Sepharose 4B vorbereitet, indem
2 g pulverformiges Gelmaterial in 20 ml 1 mM HCI aufgeschlimmt und fiir
15 Minuten bei Raumtemperatur belassen wurde. Es resultierten ca. 4 ml gequollenes
Gelmaterial mit einer Proteinaufnahmekapazitit fiir polyklonale Antikdrper von
10-20 mg/ml. Es folgten zwei Waschvorginge mit 400 ml der 1 mM HCI
(200 ml/g Gel) und 200 ml 0,5 M Natriumchlorid in 0,1 M Natriumhydrogencarbonat
pH 8,3. Nach erfolgter Dialyse wurde die Antikorperkonzentration gleichfalls mit der
genannten Pufferlosung auf 5-10 mg Protein/ml angepalit. Die Proteinbestimmung
erfolgte nach Bradford (2.2.7.1). Fiir die Kopplungsreaktion wurden 1 Volumenanteil
der aktivierten Matrix mit fiinf Volumenanteilen der Antikorperlosung gemischt und
wiahrend einer 16-25stiindigen Schiittelinkubation bei 4°C inkubiert. AnschlieBend
wurde die Antikdrpermatrix mit 1 M Glycin pH 8 fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur
unter kontinuierlichem Schwenken inkubiert. Es folgten drei weitere Waschvorginge
mit 0,5 M NaCl in 0,1 M Natriumacetat pH 4, 0,5 M NaCl in 0,1 M
Natriumhydrogencarbonat pH 83 und 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5
(Harris and Angal, 1989).

2.2.21.2 Affinitatschromatographie

Zur Bindung der extrazelluldren Protease aus B. caldolyticus im zellfreien Medium
wurden 6 ml des Affinititstragers in 30 ml Medium {iber einen Zeitraum von

20 Stunden auf einem Schiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluf3 daran
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wurde das Gelmaterial in eine Kunststoffsdule der Malle 1«6 cm gefiillt und mit

10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 mehrere Stunden gewaschen. Die Elution des
Antigens erfolgte mit 0,5 M Natriumchlorid in 0,1 M Natriumacetat pH 3,5. Es
wurden 50 Fraktionen zu 1 ml mit einer FluBrate von 1 ml/min gesammelt und sofort

mit einer 1 M NaOH-Losung auf pH 7,5 eingestellt.

Zur Bindung des Antigens aus einer vorgereinigten Enzymprobe wurden 730 ul der
angereicherten Enzymfraktion 3 nach Anionenaustauschchromatographie an DEAE
Sephadex A-25, mit einem Proteingehalt von 1 mg, auf die Sdule gegeben. Um
moglichst viel Antigen zu binden, wurde die Enzymprobe in einem geschlossenen
System mit Hilfe einer Pumpe {iber einen Zeitraum von vier Stunden iiber die Sdule
geschickt. Alle tlibrigen Bedingungen wie z.B. Elution etc. waren mit den zuvor

beschriebenen identisch.



Ergebnisse 54

3 Ergebnisse

3.1 Zellkultivierung von 7. thermophilus HBS

3.1.1 Zellkultivierung

Fiir die Isolierung thermophiler Proteasen wurde der thermophile Bakterienstamm
T. thermophilus HBS8 (Oshima und Imahori, 1974), welcher den Eubakterien zugehdrig

1st, auf intrazelluldre Proteasen hin untersucht.

Das Wachstum der Zellen von 7. thermophilus HBS vollzog sich in 5 Litern fliissigem,
komplexen Néahrmedium gemidB3 2.2.1. Als besonders selektive Anreicherungs-
bedingung wurde eine Bebriitungstemperatur von 70°C gewdhlt, welche gerade dem
thermophilen Stamm optimales Wachstum gewéhrt. Die Zellen wurden iiber einen
Zeitraum von 3 Tagen, durch tigliche Uberimpfung aus Vorkulturen zur Vorbeugung
des Wachstums von Begleitorganismen, inkubiert. Zum Animpfzeitpunkt t=0 erfolgte
die Beimpfung von 50 ml Kulturmedium mit einer bei —70°C konservierten
Stammkultur (3.1.2). Nach 24 Stunden Inkubation wurden 400 ml Kulturmedium mit
dieser ersten Vorkultur beimpft, und nach weiteren 24 Stunden konnten 450 ml

Zellsuspension ihrerseits in 800 ml des Fliissigmediums tiberfiihrt werden.

Als auffallendes Merkmal des Stammes soll die charakteristische Verfarbung der
Zellen infolge der Produktion von Pigmenten, welche mit der Zellwand assoziiert sind,
erwihnt werden. Beobachtet wurde ein Wechsel der Farbe von gelb iiber orange nach
rot, welcher mit der Kultivierungsdauer korreliert. Die Zellmasse von 5 Litern
Medium der 7. thermophilus HBS-Kultur betrug 18-25 g Feuchtgewicht nach erfolgter
Zentrifugation und in Abhéngigkeit von der Zelldichte der angelegten Stammkulturen.
Fiir die nachfolgend beschriebene Reinigung der intrazelluldren Protease wurde eine

Zellmasse von 20 g Feuchtgewicht eingesetzt.
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3.1.2 Stammhaltung

Zur Gewinnung der Stammkulturen wurde ein nach 3.1.1 beschriebener
Kultivierungsansatz von 7. thermophilus HBS nach 3 Tagen Wachstum in sterilen
Gefdllen abzentrifugiert und der Niederschlag mit geringen Mengen an sterilem
Néahrmedium (2.2.1) suspendiert. Im AnschluB3 daran wurden jeweils 250 ul der
Zellsuspension auf 200 pl steriles und wasserfreies Glycerin in Reaktionsgefa3en
geschichtet. Der Zusatz von Glycerin sollte die Kulturen infolge der Bindung von
Wasser stabilisieren. Mit Hilfe des Tiefkiihlverfahrens wurden die Stammkulturen

durch schnelles Abkiihlen auf —70°C konserviert.

Fiir die Gewinnung der Stammbkulturen von B. caldolyticus wurde, analog dem fiir
T. thermophilus HBS beschriebenen Verfahren (3.1.2), ein Kultivierungsansatz von
B. caldolyticus (2.2.1) abzentrifugiert, der Niederschlag mit geringen Mengen Nutrient
broth pH 7,0 suspendiert und jeweils 250 pl der so erhaltenen Zellsuspension auf
200 ul Glycerin in ReaktionsgefiBBen geschichtet. Die Konservierung der
Stammkulturen erfolgte bei —70°C.
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3.2 Entwicklung eines Reinigungsverfahren fiir

thermophile Proteasen aus 7. thermophilus HB8

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit bestand darin, Proteasen aus thermophilen
Organismen, im besonderen aus 7. thermophilus HBS und B. caldolyticus, zu isolieren.
Somit galt es fiir jeden Bakterienstamm ein optimales Verfahren zur Reindarstellung
intrazelluldrer bzw. extrazelluldrer Proteasen zu entwickeln. Die geeigneten Schritte
zur Anreicherung einer intrazelluldiren Protease aus 7. thermophilus HBS
bestanden zunichst in einer Streptomycinsulfatfillung, einer im Anschlu3 daran
folgenden Anionenaustauschchromatographie sowie einer Gelchromatographie. Die
vollige Reinheit wurde nativ mit Hilfe der Ultrazentrifugation, bzw. unter
denaturierenden Bedingungen, infolge der Abtrennung von denaturierenden
Reagenzien, mit Hilfe der Gelchromatographie erlangt. Auch fiir die Gewinnung und
Reinigung einer extrazelluldren Protease aus B. caldolyticus muliten die Parameter zur
schnellen und unkomplizierten Gewinnung des gesuchten Enzyms separat ermittelt
werden. Die geeigneten chromatographischen Schritte bestanden hier im wesentlichen
aus Anionenaustauschchromatographie und Gelchromatographie. Im Folgenden sollen

die Verfahren fiir jeden Organismus getrennt dargestellt werden.

3.2.1 Zellaufschluf

Zur Gewinnung des Rohextrakts von 7. thermophilus HBS wurden 20 g
Bakterienzellen nach Zugabe von 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 im Verhéltnis 1:2
resuspendiert. Um die Loslichkeit von Membranproteinen zu erhéhen, und somit
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Proteinen zu verringern, erfolgte ein Zusatz
von 3 % des nichtionischen Detergenzes Triton X—100 zur AufschluBBlosung
(Helenius et al., 1979). Die Zellsuspension wurde {iiber einen Zeitraum von
15 Minuten fiir jeweils 30 Sekunden mit Ultraschall behandelt und auf Eis fiir
30 Sekunden abgekiihlt. Nach anschlieBender Zentrifugation konnte der Rohextrakt

gewonnen werden. Um die maximale Enzymausbeute zu erlangen, wurde der
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Niederschlag nach dem Dekantieren des Rohextrakts mit einem geringen Volumen der
eingangs schon erwéahnten AufschluBl6sung resuspendiert und nochmals zentrifugiert.
Es resultierten insgesamt 37 ml Rohextrakt mit einem Gesamtproteingehalt von
1369 mg. Mit der Anson-Hidmoglobin-Methode (2.2.9.1) konnte eine proteolytische
Aktivitdt von 11,5 mAU nachgewiesen werden (Tabelle 2).

3.2.2 Fillung mit Streptomycinsulfat

Die Komplexierung und Prézipitation von Polyanionen, wie sie z.B. durch
Nucleinsduren repriasentiert werden, lieB3 sich unter Beteiligung des polykationischen
Antibiotikums Streptomycinsulfat erreichen. Da die zu isolierende Protease nicht mit
Diethylamino-ethyl-Cellulose als Anion in Wechselwirkung trat, (3.2.3) wurde
angenommen, dall das gewiinschte Protein nicht wie viele anionische Proteine durch
Streptomycinsulfat abgetrennt wurde. Die Ausfillung wurde bereits am Rohextrakt
von T. thermophilus HBS vorgenommen, da somit einerseits grolere Mengen an
Proteinen und Nucleinsduren vorweg abgetrennt werden konnten, andererseits
storende Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Nucleinsduren im weiteren
Verlauf unterbunden wurden. Die Proteinbestimmung nach Bradford (2.2.7.1) ergab,
daB der Gesamtproteingehalt vor der Ultrafiltration an einer PM 30-Membran (2.2.6.1)
infolge der Streptomycinsulfatfiallung von 100 % im Rohextrakt auf 61,8 % (846 mg)
bzw. nach Konzentrierung mit Ultrafiltration auf 60,5 % (828 mg) verringert wurde
(3.2.8). Dies bedeutet, daB3 neben Nucleinsduren ein erheblicher Teil an anionischen
Proteinen mit ausgefillt bzw. auch kationische Proteine aufgrund der vorliegenden
hohen Proteinkonzentration 1m Rohextrakt mitgerissen wurden. Infolge des
Konzentrierungsschrittes entstand somit ein Verlust von 1,3 % des Gesamtproteins
(Tabelle 2). Die Aktivitidtsbestimmung nach Anson ergab 9,1 mAU vor dem
Konzentrierungsschritt an der PM 30-Membran bzw. 7,3 mAU nach dem

Konzentrierungsschritt. Im Hinblick auf Aktivitit ergab sich damit ein Verlust von
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20,9 % an Aktivitit infolge der Streptomycinsulfatfiallung und ein weiterer Verlust von

15,6 % als Folge des Konzentrierungsschrittes (Tabelle 2).

3.2.3 Anionenaustauschchromatographie an DES2-Cellulose

Nach Einengung des Uberstands der Streptomycinsulfatfillung mit Hilfe der
Ultrafiltration an einer PM 30-Membran gemiB 2.2.6.1 resultierten 17 ml einer
angereicherten Proteaselosung aus 7. thermophilus HBS (Tabelle 2), welche an
DES52-Cellulose weiter aufgetrennt wurde. Bei dem genannten Gelmaterial handelte es
sich um eine mit positiv geladenen Diethylamino-ethyl-Gruppen beladene
Cellulosematrix, an welche Anionen T{ber -elektrostatische Wechselwirkungen

reversibel gebunden werden konnen.

In nachfolgend dargestellter Abbildung 6 ist das Elutionsprofil in Abhéngigkeit von
der proteolytischen Enzymaktivitit pro Testansatz, der Absorption bei 280 nm und des
aufsteigenden 0-0,5 M NaCl-Gradienten dargestellt. Auffillig ist, daB mindestens
zwei deutlich unterschiedliche Banden mit proteolytischer Aktivitdt detektiert wurden.
Die gleich zu Beginn auftretende Bande mit Proteaseaktivitit wurde ganz
offensichtlich nicht an das Anionenaustauschermaterial gebunden. Im Gegensatz
hierzu war die zweite Bande, welche nahezu mit der hochsten Salzkonzentration

eluiert wurde, fest an das kationische Tridgermaterial gebunden.

Nach Vereinigung der jeweils aktivsten Fraktionen resultierten die zwei
enzymhaltigen Fraktionen 1 und 2, bestehend aus den Fraktionen 16-22 mit 23,5 ml
und 134 mg Protein (Tabelle 2), sowie der Fraktionen 36—52 mit 57 ml und 359,1 mg
Protein, welche separat durch Ultrafiltration an einer PM 30-Membran konzentriert
wurden. Enzymfraktion 1 bzw. 2 enthielten vor der Konzentrierung zusammen noch
insgesamt 36 % (9,8 % und 26,2 %) des Gesamtproteins. Infolge des
Konzentrierungsschrittes verblieben von 9,8 % des Gesamtproteins der Enzymfraktion

1 noch 5,2 % (70,7 mg) (Tabelle 2). Die ermittelten Aktivititen wurden als 1,5 mAU
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fiir Enzymfraktion 1 bzw. 5,6 mAU fiir Enzymfraktion 2 festgelegt, was noch 13 %
bzw. 48,7 % der Gesamtaktivitit vor dem Konzentrierungsschritt entspricht. Nach dem
Konzentrierungsschritt verringerte sich die Aktivitit bei Enzymfraktion 1 von
1,5 mAU (13 %) auf 0,5 mAU (4,4 %) und somit um weitere 8,6 %. Insgesamt wurde
bei dieser Methode ein Verlust von 2,3 % der Gesamtaktivitit vor dem

Konzentrierungsschritt verzeichnet (Tabelle 2).

Da Enzymfraktion 1 nach einer Uberpriifung im SDS-PAGE (3.2.9), im Unterschied
zu Enzymfraktion 2, in stark angereicherter Form und als diskrete Bande erkennbar
vorlag wurde 1im weiteren Verlauf der Reinigung mit Enzymfraktion 1

weitergearbeitet.
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Abb.6:  Anionenaustauschchromatographie des Uberstands nach der Streptomycin-
sulfatfillung aus Zellen von T. thermophilus HB8 an DES52-Cellulose. Dargestellt ist die
Absorption bei 280 nm (m), die Enzymaktivitit in uAU pro Testansatz (A) und der 0-0,5 M
NaCl-Gradient in 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5, 0,5 % Triton X-100 (e) in Abhdngigkeit
von der Anzahl der gesammelten Fraktionen. Es wurden 17 ml des eingeengten Uberstands
der Streptomycinsulfatfillung mit einem Proteingehalt von 828 mg auf die Sdule aufgetragen
und ohne zu Spiilen mit 192 ml eines 0-0,5 M NaCl-Gradienten in 10 mM Kaliumphosphat
pH 7,5, 0,5 % Triton X-100 eluiert. Im Anschluf3 an den Gradienten wurde mit 0,5 M NaCl in
10 mM Kaliumphosphat pH 7,5, 0,5 % Triton X—100 nachgespiilt. Die Fliesgeschwindigkeit
der Sdule betrug 1 ml/min. Es wurden 60 Fraktionen mit einem Volumen zu jeweils 4 ml

gesammelt.
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3.2.4 Gelchromatographie an Sepharose CL-6B

Die aktiven, eingeengten Proteasefraktionen der resultierenden nichtbindenden
Enzymfraktion 1 nach Anionenaustauschchromatographie an DE52-Cellulose wurden

nach Kriterien der MolekiilgroBe und Molekiilform an Sepharose CL-6B als
stationdrer Phase, mit einem Fraktionierbereich von 10+10° -104, im Anschlul3 an die

Anionenaustauschchromatographie aufgetrennt.

Abbildung 7 zeigt sowohl die Absorption bei 280 nm als auch die nach Anson
kalkulierte enzymatische Aktivitdit der proteasehaltigen Fraktionen. Deutlich
erkennbar konzentriert sich proteolytische Aktivitit nun auf eine Bande mit einem
Aktivititsmaximum bei Fraktion 60, welche von weiterem Fremdprotein deutlich
unterschieden werden kann. Nach Vereinigung der aktivsten Fraktionen 52-62
konnten 23 ml Enzymldsung mit einem Proteingehalt von 55,2 mg, was einem
Gesamtproteingehalt von 4 % entspricht, gewonnen werden. Mit Hilfe der
Ultrafiltration an einer PM 30-Membran (2.2.6.1) resultierten 1,8 ml mit 11,5 mg
Protein (0,8 % Gesamtprotein) (Tabelle 2).

Fiir die proteolytische Aktivitdt wurden nach Anson 0,5 mAU vor der Konzentrierung
bzw. 0,2 mAU nach erfolgter Einengung ermittelt (Tabelle 2). Somit verblieben nach
dieser Methode ohne Verluste 4,4 % der Gesamtaktivitat. Lediglich nach
Konzentrierung der Enzymlosung war wiederum eine erhebliche Verringerung der

Aktivitit zu verzeichnen.
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Abb.7:  Gelchromatographie an Sepharose CL-6B. Auftrennung der nichtbindenden
Enzymfraktion 1 nach Anionenaustauschchromatographie an DE52-Cellulose aus Zellen von
T. thermophilus HB8. Dargestellt ist die Absorption bei 280 nm (m) und die Enzymaktivitdt in
UAU pro Testansatz (A) in Abhdngigkeit von der Anzahl der gesammelten Fraktionen.
Aufgetragen wurde ein Probenvolumen von 1,7 ml mit einem Gesamtproteingehalt von
70,7 mg. Die Fliesgeschwindigkeit der mobilen Phase, bestehend aus 10 mM
Kaliumphosphat pH 7,5, 0,1 % Triton X—100, betrug 1 ml/min. Es wurden 80 Fraktionen mit

einem Volumen von jeweils 2,5 ml gesammelt.

3.2.5 Gelchromatographie an TSK G 3000 SW

Die  Untersuchung der  vereinigten  enzymhaltigen  Fraktionen  nach
Gelchromatographie an Sepharose CL-6B konnten an einem fiir das HPLC—System
vorgesehenen Gelchromatographiematerial TSK G 3000 SW fortgesetzt werden.
TSK—-Gele des Typs SW sind Silikagele, welche hydrophile Oberflachen infolge
zahlreicher Hydroxylgruppen besitzen. TSK G 3000 SW weist einen

Fraktionierbereich von 10°-300+10° auf. Abbildung 8 zeigt die bestimmte Absorption

bei 280 nm von drei gesammelten Proteinbanden, welche nach abnehmender
Molmasse angeordnet sind. Ferner wurde die proteolytische Aktivitit fiir jede

dargestellte Bande in Tabelle 1 dargestellt. Die Aktivitdtsbestimmung nach Anson
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ergab, dal die erste Bande den Hauptanteil an proteolytischer Aktivitit in sich
vereinigt. Ein weitaus geringerer Anteil fand sich in der zweiten und dritten
Proteinbande. Ein deutlicher Nachteil der HPLC-TSK SW-Saulen bestand darin, daf3
nur sehr geringe Probenmengen aufgetragen werden konnten und somit die

Untersuchungen lediglich in analytischem Maf3stab mdglich waren.

Abb.8: Gelchromatographie an TSK G 3000 SW. Aufgezeichnet wurde die Absorption bei
280 nm, nachdem 500 ul der zuvor im Verhdltnis 1:200 verdiinnten Enzymprobe aus Zellen
von T. thermophilus HB8 nach Gelfiltration an Sepharose CL-6B injiziert wurden. Die
Elution erfolgte mit 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 als mobiler Phase. Die Flufsrate betrug

1 ml/min. Es wurden drei Banden gesammelt.

Tab.1: Gelchromatographie an TSK G 3000 SW. Darstellung der ermittelten

Enzymaktivitditen der drei gesammelten Banden (Abb.8) nach Anson.

Volumen [ml] LAU(Testansatz) Aktivitdt in pAU
Bande 1 0,9 0,88 3,2
Bande 2 0,9 0,26 0,9
Bande 3 43 0,04 0,7
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3.2.6 Gelchromatographie an Sephadex G-25

Die Behandlung von Protein mit 8 M Harnstoff und B—Mercaptoethanol bewirkt in
allen Fillen die Denaturierung des Proteins, welche in einigen wenigen Féllen nach
geeigneter Abtrennung der Reagenzien wieder riickgingig gemacht werden kann. Im
einzelnen bewirkt die Behandlung der angereicherten Enzymprobe mit 8§ M Harnstoff
eine partielle Entknduelung der Polypeptidketten. Diese nehmen infolge willkiirlich
zustandekommender Wechselwirkungen oder Verkniipfungen eine vom Zufall
bestimmte Konfiguration ein. Der Zusatz des Reagenzes [B—Mercaptoethanol
begiinstigt die Reduktion von Disulfidbriicken zwischen Cysteinketten, was zur
Losung von Tertidar—und/oder Quartirstruktur beitragt. Diese strukturelle Verdnderung
fiihrt zum Verlust der biologischen Funktion und somit im gegebenen Fall zum

Verlust der enzymatischen Hydrolyse.

Am Beispiel der isolierten Protease aus 7. thermophilus HBS konnte gezeigt werden,

daBB nach Abtrennung von B(—Mercaptoethanol und Harnstoff mit Hilfe einer
Gelchromatographie an Sephadex G-25 mit einem Fraktionierbereich von 10°—5x10°

die enzymatische Aktivitit nach anschlieBender Reoxidation der Sulfhydrylgruppen in

Anwesenheit von Luftsauerstoff wieder gegeben war.

In Abbildung 9 ist sowohl die gemessene Absorption bei 280 nm als auch die nach
Anson bestimmte Enzymaktivitit nach Riickfaltung des Enzyms dargestellt.
Enzymhaltige Fraktionen konnten sehr deutlich von spiter auftretenden Harnstoff—und
B—Mercaptoethanolfraktionen (ab Fraktion 43) getrennt werden. Die aktiven
Fraktionen 24-30 sowie 34—41 wurden zu einer Enzymfraktion vereint und an einer
YM 3-Membran mit Hilfe der Ultrafiltration (2.2.6.1) eingeengt. Von 500 ul der
eingeengten Enzymfraktion nach Gelchromatographie an Sepharose CL-6B mit einem
Proteingehalt von 3,2 mg konnten 36 pg an aktivem Enzym zuriickgewonnen werden.
Somit wurden durch Addition mehrerer solcher Durchlaufe von 11,5 mg an

eingesetztem Protein insgesamt 130 pg (1,1 %) der aktiven und spontan riickgefalteten
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Protease ohne Zuhilfenahme von Hilfsproteinen zuriickgewonnen. Mit der Anson-
Methode wurden 0,01 mAU bestimmt, was einem Prozentsatz an proteolytischer

Aktivitdt von 5 entspricht (Tabelle 3).
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Abb.9: Gelchromatographie einer mit 8 M Harnstoff und i—Mercaptoethanol denaturierten
Enzymprobe aus T. thermophilus HB8 an Sephadex G-25 zur Abtrennung der denaturierend
wirkenden Reagenzien. Fiir den Denaturierungsansatz wurden 500 ul der nach
Gelchromatographie an Sepharose CL-6B gewonnenen Enzymprobe, eines Proteingehalts
von 3,2 mg, mit 1,4 ml 8 M Harnstoff, 50 ul -Mercaptoethanol sowie einiger Tropfen 5 %
Methylaminhydrochlorid gemischt. Der Versuchsansatz verblieb fiir 4-5 Stunden bei
Raumtemperatur. Als mobile Phase wurde 0,1 M Essigsdure pH 3,5 und eine Flufsrate von
Iml/min gewdhlt. Das Volumen der gesammelten Fraktionen belief sich nach Einstellung des
pH—Wertes auf 7,5 mit 0,5 M NaOH auf 1,9 ml pro Fraktion. Die gesammelten Fraktionen
verblieben iiber einen Zeitraum von mindestens 20 Stunden in geoffnetem Zustand bei
Raumtemperatur. Nach so erfolgtem Luftsauerstoffzutritt wurde die Absorption bei 280 nm

(m) als auch die Enzymaktivitdt (A ) bestimmt.
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3.2.7 Saccharose-Gradienten-Zentrifugation

Eine Alternative zur Abtrennung von Fremdprotein unter denaturierenden
Bedingungen gemil} 2.2.4.4 nach Gelchromatographie an Sepharose CL-6B wurde in
der Saccharose-Gradienten-Zentrifugation gesehen. Unter Verwendung eines 5-20 %
Saccharose-Dichtegradienten basierte die Trennung der Makromolekiile auf ihren
molaren Massen und dem Reibungswiderstand. Die Absorptionen bei 280 nm, die
proteolytischen Aktivititen pro Testansatz in Abhédngigkeit der Fraktionen und der

5-20%ige Saccharose-Gradient sind aus Abbildung 10 zu entnehmen.

Es sind mehrere Proteinbanden mit proteolytischer Aktivitit zu erkennen. Sie wurden
durch Vereinigung der Fraktionen (1-5), (8-10), (14-17 wund 21-30) als
Enzymfraktionen 1, 2 und 3 eingeteilt. Die Proteinbestimmung nach Bradford
(2.2.7.1) ergab, daB von eingesetzten 190 pug Protein 27 pg, 23 pug und 115 pg auf die
Enzymfraktionen 1-3 in genannter Reihenfolge verteilt wurden. Durch Addition
mehrerer solcher Laufe erhdlt man bei 11,5 mg Ausgangsprotein (Tabelle 2)
rechnerisch die in Tabelle 3 dargestellten Werte. Der Grund fiir diese Auftrennung, der
schon mit Hilfe zweier Sdulenschritte angereicherten Proteasefraktion in 3 Fraktionen
unterschiedlicher Grof3e ist hier zundchst nicht klar erkennbar. Infolge der geringen
Volumina, 130 ul pro Fraktion, war eine Bestimmung der proteolytischen Aktivitit
der vereinigten Enzymfraktionen 1-3 nach Messung der einzelnen Fraktionen mit der
dariiber hinaus noch sehr unspezifischen Anson-Hamoglobin-Methode nicht mehr

moglich.
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Abb.10: Auftrennung der angereicherten Enzymprobe aus Zellen von T. thermophilus HBS
mit Hilfe der Saccharose-Gradienten-Zentrifugation unter Verwendung eines 5-20 %
Saccharose-Dichtegradienten. Dargestellt sind die Absorptionen bei 280 nm (m), die
proteolytischen Aktivititen pro Testansatz in uAU (A) und der in umgekehrter Reihenfolge
aufgetragene (20-5 %) Saccharose-Dichtegradient (®). Es wurden 130 ul der nach
Gelchromatographie an Sepharose CL-6B erhaltenen Enzymfraktion mit einem Proteingehalt
von 190 ug auf einen 5-20 % Saccharose-Dichtegradienten (5 ml) aufgetragen. Die
Zentrifugationsdauer betrug 195 Minuten bei 50000 U/min. Die Fraktionierung des
Saccharose-Dichtegradienten erfolgte in absteigender Weise, d.h. von hohen zu niedrigen

Konzentrationen. Gesammelt wurden 30 Fraktionen zu 130 ul.



Ergebnisse 68

3.2.8 Reinigungstabellen

Das angewandte Reinigungsverfahren zur Anreicherung von Proteaseaktivititen ist in
nachfolgender Tabelle 2 dargestellt. Ausgehend vom Enzymrohextrakt mit 1369 mg
Gesamtprotein und proteolytischer Aktivititen von 11,5 mAU wurden 38 % des
Gesamtproteins infolge der Streptomycinsulfatfillung abgetrennt. Gleichzeitig war
damit eine Verringerung der vorliegenden Aktivititen um 20,9 % verbunden. Durch
die Konzentrierung des resultierenden Féllungsiiberstands an PM 30-Membranen
wurden weitere 1,5 % Gesamtprotein und somit insgesamt 39,5 % abgetrennt.
Zusitzlich trat ein Verlust an Aktivitdt von 15,6 % auf, insgesamt 36,5 %. Infolge der,
mit dieser Methode verbundenen Aktivitdtsverluste war nur eine geringe Zunahme der
spezifischen Aktivitdt erkennbar. Mit der lonenaustauschchromatographie wurden die
Aktivititen in zwei proteolytisch aktive Enzymfraktionen mit 9,8 % (Enzymfraktion 1)
und 26,2 % (Enzymfraktion 2) Gesamtprotein aufgeteilt. Da die Ausgangsaktivitat
(7,3 mAU) nahezu verlustlos auf Enzymfraktion 1 (1,5 mAU) und Enzymfraktion 2
(5,6 mAU) aufgeteilt wurde, bei gleichzeitiger Abtrennung von 24,5 % Gesamtprotein,

war ein Anstieg der spezifischen Aktivitét, 11,2 und 15,6, erkennbar.

Alle nachfolgend aufgefiihrten Methoden in Tabelle 2 und Tabelle 3 wurden auf die
resultierende Enzymfraktion 1 nach Ionenaustauschchromatographie angewandt. Die
Konzentrierung von Enzymfraktion 1 war wieder mit Verlusten sowohl an Protein als
auch an Aktivitit verbunden. Es verblieben von 134 mg Gesamtprotein 52,8 %
(70,7 mg) mit einer Aktivitit von 33,3 % (0,5 mAU). Mit Hilfe der
Gelchromatographie blieb die Aktivitit bei Abtrennung von 22 % des vorliegenden
Proteins vollstindig erhalten. Der daran anschlieBende Konzentrierungsschritt brachte

wieder Verluste an Protein und Aktivitét.

Die vollstindige Reindarstellung dieser proteolytisch aktiven Fraktion gelang sowohl
mit dem Denaturierungs- und Renaturierungsschritt als auch mit Ultrazentrifugation
(Tabelle 3). So verblieben von eingesetzten 11,5 mg Gesamtprotein 130 pg (1,1 %)

mit einer Aktivitit von 0,01 mAU (5 %) nach Denaturierung. Hingegen resultierten
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nach Ultrazentrifugation von 11,5 mg zwei reine Fraktionen (Enzymfraktion 1 und

Enzymfraktion 2) mit 13,9 % (1,6 mg) und 12,2 % (1,4 mg) Gesamtprotein

(Tabelle 3).

Tab.2: Ubersicht der Anreicherung einer intrazelluliiren Protease aus T. thermophilus HBS.

Reinigungs- Vol |Protein |Protein | Aktivitidt |Spez. Reinigungs- | Ausbeute

Methode [ml] | [mg/ml] |[mg] [[mAU] Aktivitiat |grad [%]
[mAU/g]

Rohextrakt 37 37 | 1369 11,5 8,4 1 100

Streptomycin- 47 18 846 9,1 10,8 1,3 79,1

sulfatféllung

Ultrafiltration 17 48,7 828 7,3 8,8 1,1 63,5

Streptomycin-

sulfatfallung

Ionenaustauscher | 23,5 57| 134 1,5 11,2 1,3 13

Enzymfraktion 1

Ultrafiltration 1,7 41,6 70,7 0,5 7,1 0,9 4.4

Ionenaustauscher

Enzymfraktion 1

Ionenaustauscher | 57 6,3 359,1 5,6 15,6 1,9 48,7

Enzymfraktion 2

Gelchromato- 23 2,4 55,2 0,5 9,1 1 4.4

graphie

Ultrafiltration 1,8 6,4 11,5 0,2 17,4 2,1 1,7

Gelchromato-

graphie
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Tab.3: Ubersicht der Reinigung einer intrazelluliren Protease aus T. thermophilus HBS.

Reinigungs- Vol |Protein |Protein | Aktivitidt |Spez. Reinigungs- | Ausbeute

methode [ml] | [mg/ml] |[mg] [[mAU] Aktivitiat |grad [%]
[mAU/g]

Denaturierung / 5.4 0,02 0,13 0,01 77 9,2 0,1

Renaturierung

Ultrazentri- 1 1,6 1,6 n. m. n. m. n.m. n. m.

fugation

Enzymfraktion 1

Enzymfraktion 2 1 1,4 1,4 n. m. n. m. n.m. n. m.

Enzymfraktion 3 1 7 7 n. m. n. m. n.m. n. m.

3.2.9 Diskontinuierliche SDS—Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Uberpriifung der angewandten Methoden im Verlauf der Reindarstellung der
isolierten Protease aus 7. thermophilus HBS8 nach Kriterien der Reinheit erfolgte

anhand der diskontinuierlichen SDS—Polyacrylamidgelelektrophorese.

So wurden die denaturierten Proben der einzelnen Reinigungsschritte im Vergleich mit
einem Proteinstandardgemisch in einem Trenngel mit 10 % Acrylamid getrennt.
Abbildung 11 zeigt das Elektropherogramm mit den erhaltenen Auftrennungen nach
Silberfarbung. Der in Abbildung 11(A) gewihlte Proteinstandard war aus einem
Gemisch 12 rekombinanter Proteine der molaren Massen 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 120, 150 und 200 kDa zusammengesetzt. Abbildung 11(B) zeigt die von der
Firma vorgegebene Auftrennung der Standardbanden mit zugeordneter Molmasse. Die
Proben in Abbildung 11(A) sind in folgender Reihenfolge dargestellt. Von links nach
das (1), die Probe

Renaturierungsschritt (2), die resultierende Probe nach der Gelchromatographie an

rechts  wurden Proteinstandardgemisch nach dem

Sepharose CL-6B nach Ultrafiltration (3) und in nicht konzentrierter Form (4),
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Enzymfraktion 1 (5) und Enzymfraktion 2 (6) nach Anionenaustausch-
chromatographie, der Uberstand der Streptomycinsulfatfillung (7), der Rohextrakt (8)

und nochmals der Proteinstandard (9) aufgetragen.

Ziel der Reinigung war es eine reine Proteasebande zu erhalten. Der Reinigungseffekt
ist deutlich zu erkennen. Die Auftrennung des Rohextrakts verglichen mit der des
Uberstands der Streptomycinsulfatfillung zeigte hinsichtlich des Proteins keine
wesentlichen Unterschiede. Hingegen differierten Enzymfraktion 1 und Enzym-
fraktion 2 nach Anionenaustauschchromatographie an DE52-Cellulose, worauf schon
aufgrund des unterschiedlichen Bindungsverhaltens hingewiesen wurde. Die erste
Enzymfraktion wies, im Gegensatz zur zweiten, im oberen Bereich von 70-200 kDa
keine Fremdproteinbanden auf. Die Auftrennung von Enzymfraktion 1 nach
Gelchromatographie an Sepharose CL-6B zeigte eine Verringerung von
Fremdproteinbanden im unteren Bereich bis 50 kDa. Mit dieser Chromatographie
konnte ein GroBteil der gelben Fraktion abgetrennt werden (Carotinoide), welche

zuvor stets mit der enzymhaltigen Fraktion auftrat.

Die fiir zahlreiche Anwendungen geforderte absolute Reinheit der Protease konnte
prinzipiell durch Denaturierung mit Harnstoff und B—Mercaptoethanol und
anschlieBender Renaturierung, infolge Abtrennung dieser Reagenzien erreicht werden.
Abbildung 12(A) zeigt im Vergleich mit einem zweiten Proteinstandard eine diskrete
Hauptbande im Bereich von 60-70 kDa, welche der Protease zuzuordnen ist. Der
Proteinstandard, bestehend aus 13 Proteinen mit den Molmassen 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100, 110, 120 und 200 kDa ist in Abbildung 12(B) nach Firmenangabe
dargestellt.

Ferner gelang dies unter nativen Bedingungen mit Hilfe der Saccharose-Gradienten-
Zentrifugation (Abb.13). Enzymfraktion 1 und 2, welche die hochsten
Saccharosekonzentrationen innerhalb des Gradienten aufwiesen, zeigten die
Hauptbande bei 60-70 kDa. Die Enzymfraktion mit der niedrigsten

Saccharosekonzentration zeigte neben der Hauptbande zusitzliche Proteinbanden
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darunter. Die Auftrennung der drei Fraktionen wurde im Vergleich mit dem in 11(B)

erlauterten Standard dargestellt.

A B
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| <—200kDa 02
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N— -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 ) —— -

Abb.11: Diskontinuierliche SDS—Polyacrylamidgelelelektrophorese zur Uberpriifung der
angewandten Methoden im Verlauf der Reindarstellung der isolierten Protease aus
T. thermophilus HB8. Die Proben wurden mit demselben Volumen an SDS—
Probenpufferliosung sowie 1/10 Volumen Bromphenolblauloung gemischt und fiir 10 Minuten
gekocht. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem 10 % Trenngel und durch Anlegen
einer Stromstdrke von 28 mA. In Abbildung 11(A) ist rechts und links ist ein
Proteinstandardgemisch aufgetragen (1), (9). Die von der Firma vorgeschlagene Auftrennung
der Banden und die entsprechenden zugehorigen Molmassen sind in 11(B) dargestellt. So
erfolgt von 20-100 kDa eine Auftrennung im Abstand von 10 kDa. Von den denaturierten
Proteinproben der einzelnen Reinigungsschritte wurden 1,2 ug der Probe nach dem
Renaturierungsschritt (2), 3,2 ug der konzentrierten Probe nach Gelchromatographie (3),
1,2 ug der nicht konzentrierten Probe nach Gelchromatographie (4), 0,7 ug der
Enzymfraktion 1 nach Anionenaustauschchromatographie an DE52-Cellulose (5), 0,2 ug der
Enzymfraktion 2 nach Anionenaustauschchromatographie an DE52-Cellulose (6), 1,5 ug
des Uberstands der Streptomycinsulfatfillung (7), 1,1 ug Rohextrakt (8) aufgetragen. Die

Proteine wurden mit Silberfirbung sichtbar gemacht.
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A B
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50 kDa —»

30 kDa —p

20 kDa —p

Abb.12: Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Sephadex G-25. Es
wurden 2,5 ug des reinen Enzyms (2) im Vergleich mit einem Proteinstandard (1) nach
Féarbung mit Coomassie Brillantblau R 250 dargestellt (A). (B) zeigt separat den in (2)

aufgetragenen Standard zur Verdeutlichung der Grofsenverhdltnisse nach Firmenangabe.

200kDa —® 7 7

70 kDa —pt ’1

50 kDa P

a .
30kDa —bily b

12 3 4

Abb.13: SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Ultrazentrifugation. Links ist der in
11(B) erliuterte Proteinstandard (1), gefolgt von 0,7 ug der Enzymfraktion 1 (2), 1 ug der
Enzymfraktion 2 (3), und 1,2 ug von Enzymfraktion 3 (4) nach Ultrazentrifugation

aufgetragen. Die Proteine wurden mit Silberfdrbung sichtbar gemacht.
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3.2.10 Nicht-dissoziierende und diskontinuierliche Polyacryl-

amidgelelektrophorese

Eine zusitzliche Uberpriifung der angewandten Methoden zur Reinheitsbestimmung
erfolgte mit einem nicht-dissoziierenden und diskontinuierlichen Puffersystem, bei
welchem sowohl nach GroB3e als auch nach Ladung getrennt wurde. Die Auftrennung
der Proteinproben wurde in einem 7,5%igen Trenngel pH 8,8 vorgenommen. In
Abbildung 14 ist von links nach rechts die Auftragung von 0,4 pg der Enzym-
fraktion 1 nach Anionenaustauschchromatographie an DE52-Cellulose und 1,2 pg der
angereicherten Enzymprobe der Gelchromatographie an Sepharose CL-6B
aufgetragen. Auffillig war, daB bei keiner der angereicherten Proben eine klare
Trennung zustande kam. Ein groBer Anteil des Proteins verblieb komplett zwischen
Sammelgel und Trenngel, der Rest bildete einen Film zwischen tatsdchlich trennbaren
Proteinbanden. Dieses System erwies sich somit wohl aufgrund ungewdhnlicher
Ladungseffekte als vollig unzureichend, so daB keine Aussagen beziiglich des

Reinheitsgrades moglich waren.

Abb.14: Nicht-dissoziierende und diskontinuierliche Polyacrylamidgelelektrophorese des
angereicherten proteolytischen Enzyms aus T. thermophilus HBS. Die Trennung wurde in
einem 7,5 % Acrylamidgel pH 8,8 vorgenommen. Von links nach rechts sind 0,4 ug der
enzymhaltigen Bande nach Anionenaustauschchromatographie an DES52-Cellulose und
1,2 ug nach Gelchromatographie an Sepharose CL-6B aufgetragen. Die Proteine wurden mit
der Silberfdirbung sichtbar gemacht.
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3.3 Entwicklung eines Aktivititstests fir die isolierte

Protease aus 7. thermophilus HBS8

3.3.1 Proteolytische Aktivititsbestimmung mit synthetischen

Substraten

Da natiirliche Substrate wie H@moglobin und Casein zahlreiche zugéngliche
Peptidbindungen besitzen, eignen sie sich in erster Linie zur unspezifischen Erfassung
jeglicher Proteaseaktivititen, gerade im Verlauf des Reinigungsprozesses. Zur
Untersuchung und Charakterisierung der Spezifitit in vergleichenden und kinetischen
Studien hingegen sollte ein Substrat mit klar definierter Peptidbindung eingesetzt
werden. Fiir diese Untersuchungen kommen synthetische Substrate in Frage, welche
aus einzelnen Aminosduren oder Peptiden bestehen und iiber ihre a-Carboxylgruppe
mit primdren, chromophoren oder fluorophoren Aminen oder mit Alkoholen
verbunden sind. Entsprechend ihrer Schutzgruppe werden sie in drei Kategorien als

Endopeptidase-, Aminopeptidase- und Carboxypeptidasesubstrate eingeteilt.

Die zeitabhingigen Enzymtests basieren darauf, da3 infolge proteolytischer Aktivitét
die Freisetzung des Chromophors oder Fluorophors durch Hydrolyse des Esters bzw.
des Séureamids erfolgt, welche proportional der gemessenen Absorption oder
Emission ist. Im Hinblick auf die Entwicklung eines geeigneten Aktivitdtstests fiir
die gereinigte Protease aus 7. thermophilus HBS wurde eine Vielzahl von
Substraten, welche sich beziiglich ihrer Art und Anzahl der Aminosaurereste sowie der
Schutzgruppen unterschieden, hinsichtlich ihrer enzymatischen Hydrolysierbarkeit

gepriift.
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Tabelle 4 zeigt eine Auflistung und Bewertung der iiberpriiften Substrate. Fiir die
Festlegung der Substratspezifitit der isolierten Protease wurden zunichst
Verbindungen mit dem aromatischen Aminoséurerest Phenylalanin als Substrat fiir
chymotrypsindhnliche Proteasen, innerhalb der Klasse der Serinproteasen, sowohl als
Endopeptidase- als auch als Aminopeptidasesubstrat verbunden mit chromophorem
oder fluorophorem Amin eingesetzt. Als weiteres Substrat unter Beteiligung des
aromatischen ~Aminosdurerestes Tyrosin, verbunden mit einer Ethylester-
Schutzgruppe, sollte neben der Proteinaseaktivitit auch Esteraseaktivtit anzeigbar
sein. Ferner wurden Substrate iiberpriift, welche innerhalb der Serinproteasen durch
trypsindhnliche Enzyme bevorzugt unter Beteiligung des basischen Aminorestes
Arginin hydrolysiert werden. Zusitzlich konnte ein spezifisches Substrat fiir neutrale
Proteasen, unter Beteiligung eines Leucinrestes und einer Amid-Schutzgruppe,

untersucht werden.

Als hydrolysierbare Substrate erwiesen sich das Aminopeptidasesubstrat
Ala—Ala—Phe-AMC und das Endopeptidasesubstrat Glutaryl-Phe-AMC. Die
eingesetzten Konzentrationen waren 10-550 uM fiir das Substrat Ala-Ala-Phe-AMC
und 0,15 mM-1,15 mM fiir Glutaryl-Phe-AMC (Tabelle 4). Bei beiden Verbindungen
wird durch die entsprechende proteolytische Aktivitit 7-Amino—4—methyl-cumarin
freigesetzt, welches stark fluoresziert. Die Anregung dieser Verbindungen erfolgte bei
380 nm und die Emission wurde bei 440 nm gemessen. Enzymhaltige Proben und die
entsprechenden Leerwerte wurden in Abhédngigkeit von der Zeit bei 70°C inkubiert

(2.2.9.2f).

Nicht hydrolysiert wurden die zwei Endopeptidasesubstrate Succinyl-Phe-p-nitroanilid
(1,3 mM) und Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid (0,8 mM), gleichfalls unter
Beteiligung von Phenylalanin, welche jedoch eine p—Nitroanilin—Schutzgruppe trugen
(Tabelle 4). Der Nachweis proteolytischer Aktivitit mit diesen Substraten erfolgte
spektroskopisch durch Messung des Chromophors p—Nitroanilin infolge einer

Zunahme der Absorption bei einer Wellenldnge von 405 nm und 70°C.



Ergebnisse 77

Auch Esteraseaktivitit, unter Zuhilfenahme eines Endopeptidasesubstrats mit
Tyrosinrest und Ethylester-Schutzgruppe, N-Benzoyl-Tyr-ethylester (0,25 mM),
konnte nicht nachgewiesen werden (Tabelle 4). Die Reaktion sollte sich infolge einer

Zunahme der Absorption bei 256 nm und 70°C abzeichnen.

Trypsindhnliche Spezifititen konnten unter Verwendung zweier Substrate mit
basischen Argininresten verbunden mit p-Nitroanilin- bzw. Ethylester-Schutzgruppe,
N-Benzoyl-DL-Arg-p-nitroanilid (4 mM) und N-Benzoyl-DL-Arg-ethylester
(10 mM), nicht bewiesen werden (Tabelle 4).

Das spezifische Substrat fiir neutrale Proteasen, Furylacryloyl-Gly—Leu-amid
(2,5 mM) wurde gleichfalls nicht umgesetzt (Tabelle 4). Der Nachweis der Hydrolyse
wurde spektroskopisch durch Messung der Absorptionsabnahme bei 345 nm und
70°C gefiihrt.
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Tab.4: Auflistung und Bewertung synthetischer Substrate unterschiedlicher Aminosdure-
zusammensetzung  und  unterschiedlicher  Schutzgruppen in  Abhdngigkeit  ihrer
Hydrolysierbarkeit durch die Protease aus T. thermophilus HB8. Mefbare proteolytische

Aktivititen wurden mit (+) gekennzeichnet, nicht umgesetzte Substrate wurden mit (-)

bewertet.
Name des Substrats Konzentration |Bewertung
Ala—Ala—Phe-AMC 10-550 uM +
5-255 pg/ml
Glutaryl-Phe-AMC 0,15-1,15 mM +
65-500 pg/ml
Succinyl-Phe—p-nitroanilid 1,3 mM -
0,5 mg/ml
Succinyl-Ala—Ala—Pro—Phe—p-nitroanilid 0,8 mM -
0,5 mg/ml
N-Benzoyl-DL—Arg—p-nitroanilid 4 mM -
1,7 mg/ml
N-Benzoyl-DL-Arg—ethylester 10 mM -
3,4 mg/ml
N-Benzoyl-Tyr—ethylester 0,25 mM -
80 pg/ml
Furylacryloyl-Gly—-Leu—amid 2,5 mM -
0,7 mg/ml

3.3.2 Vergleich der Substrate Glutaryl-Phe-AMC und Ala-
Ala-Phe-AMC

Wie aus Tabelle 4 zu ersehen ist, wurden lediglich die beiden Peptide, welche mit

7-Amino-4-methyl-cumarin verbunden waren, durch die isolierte Protease aus
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T. thermophilus HBS hydrolysiert. Dieser Sachverhalt wurde zunichst in Abhingigkeit
unterschiedlicher Puffersysteme untersucht. Ein quantitativer Vergleich der Substrate
bzgl. ithrer Umsetzbarkeit erfolgte schlieBlich in gleichen und somit vergleichbaren
Puffersystemen. Das Substrat Glutaryl-Phe-AMC konnte gemif3 2.2.9.3 in 0,2 mol/l
Triethanolamin-HCl pH 7,5 gelost werden. In Abbildung 15 ist die erzielte
Fluoreszenz in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit bei 70°C dargestellt. Hieraus ist
zu ersehen, dall die relative Fluoreszenz kontinuierlich mit der Inkubationszeit
zunimmt. Ein linearer Zusammenhang zwischen relativer Fluoreszenz und der

Inkubation bei 70°C war iiber einen Zeitraum von mehr als zwei Stunden gegeben.

0,6
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Abb.15: Relative Fluoreszenz infolge enzymatischer Hydrolyse von Glutaryl-Phe-AMC durch
die isolierte Protease aus T. thermophilus HB8 und in Abhdngigkeit von der Inkubationszeit
bei 70°C. Die eingesetzten Volumina des Testsystems waren 1850 wul 0,2 mol/l
Triethanolamin-HCI pH 7,5, 500 ul des in 0,2 mol/l Triethanolamin-HCIl pH 7,5 gelosten
Substrats (Img/ml) und 150 ul des nach Gelchromatographie an Sepharose CL-6B erhaltenen
Enzyms mit einem Proteingehalt von 225 ug. Die Anregung der Verbindung erfolgte bei

380 nm, die Emission wurde als relative Fluoreszenz bei 440 nm bestimmt.
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Im Gegensatz hierzu blieb Ala-Ala-Phe-AMC in dem beschriebenen Triethanolamin-
HCI-Puffersystem nach 2.2.9.3 bei 70°C nicht in Losung, sondern fiel schon nach
geringsten Inkubationszeiten bei 70°C aus. Die Losung des Substrats erfolgte somit in
einem  Methanol-Kaliumphosphatsystem, welches zusdtzlich 0,03 % des
nichtionischen Detergenzes Triton X-100 enthielt und den erforderlichen
Temperaturen und Inkubationszeiten entsprach (2.2.9.2). Abbildung 16 zeigt analog
die erzielte relative Fluoreszenz mit Ala-Ala-Phe-AMC in Abhéngigkeit von der
Inkubationszeit bei 70°C.

2
rel. Fluoreszenz « 10
N
9]
|
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Abb.16: Relative Fluoreszenz infolge enzymatischer Hydrolyse von Ala-Ala-Phe-AMC mit
Hilfe der isolierten Protease aus T. thermophilus HB8 in Abhdngigkeit von der
Inkubationszeit bei 70°C. Die Volumina des Testsystems waren 2450 ul Ala-Ala-Phe-AMC-
Losung und 50 ul Enzymlosung mit einem Proteingehalt von 225 ug. Die Substratlosung
bestand aus 1 mg des Peptids, das in 500 ul Methanol und 12 ml 10 mM Kaliumphosphat pH
7,5, 0,03 % Triton X-100 gelost wurde. Die Anregung der 7-Amino-4-methyl-cumarin-
Verbindung erfolgte bei 380 nm, die Emission wurde bei 440 nm als relative Fluoreszenz

bestimmt.
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Da ein direkter Vergleich der Substrate miteinander nur in gleichen Puffersystemen
moglich ist wurde als weiterer Schritt die Losbarkeit von Glutaryl-Phe-AMC in
10 mM Kaliumphosphat pH 7,5, 0,03 % Triton X-100 {berpriift. Der Vorversuch
zeigte, dall das Substrat liber den erforderlichen Inkubationszeitraum bei 70°C in
Losung gehalten werden konnte. In Abbildung 17 und 18 ist die erzielte relative
Fluoreszenz  der beiden  Substrate  vergleichsweise unter  identischen

Versuchsparametern dargestellt.

Aus Abbildung 17 ist zu ersehen, dal die relative Fluoreszenz durch enzymatische
Hydrolyse von Glutaryl-Phe-AMC bis zu einer Inkubationszeit von 30 Minuten
anstieg. Ab diesem Zeitpunkt war jedoch keine Zunahme der relativen Fluoreszenz in
diesem System mehr zu beobachten, was auf eine Fluoreszenzloschung hinweist. Die

gemessene AMC-Fluoreszenz blieb somit im wesentlichen konstant.

Abbildung 18 hingegen zeigt eine konstante Zunahme der relativen Fluoreszenz unter
Einsatz von Ala-Ala-Phe-AMC. Ein deutlich linearer Kurvenverlauf kennzeichnet das
Ergebnis wihrend eines Inkubationszeitraums von 120 Minuten. Ferner liegen die
bestimmten Werte zum Zeitpunkt 30 Minuten im Anfangsbereich hoher als bei

vergleichender Messung mit Glutaryl-Phe-AMC.

Aus angefiihrten Griinden wurde im weiteren Verlauf der Arbeit, im Besonderen fiir

kinetische Messungen, das sensitivere Substrat Ala-Ala-Phe-AMC verwendet.
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Abb.17: Relative Fluoreszenz infolge der enzymatischen Hydrolyse von Glutaryl-Phe-AMC
durch die isolierte Protease aus T. thermophilus HBS8 in Abhdngigkeit von der
Inkubationszeit bei 70°C. Fiir den Test wurden 2500 ul einer 150 uM Glutaryl-Phe-AMC-
Losung verwendet, wobei das Peptid in 500 ul Methanol gelost und 12 ml Kaliumphosphat
pH 7,5 003 % Triton X-100 zugesetzt wurden. Als Enzymlésung wurden 4 ul der
Enzymfraktion nach Gelfiltration an Sepharose CL-6B mit einem Proteingehalt von 225 ug
verwendet. Die Anregung der AMC-Verbindung erfolgte bei 380 nm, die Emission wurde bei

440 nm gemessen.
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Abb.18: Vergleich der relativen Fluoreszenz aufgrund enzymatischer Hydrolyse von Ala-Ala-
Phe-AMC durch die isolierte Protease aus T. thermophilus HB8 in Abhdngigkeit von der
Inkubationszeit bei 70°C. Der Enzymtest umfasste 2500 ul einer 150 uM Ala-Ala-Phe-AMC-
Losung und 4 ul Enzym mit einem Proteingehalt von 225 ug (Abb.17). Die Substratlésung
wurde entsprechend der Glutaryl-Phe-AMC-Losung hergestellt unter Beriicksichtigung der
Molmasse dieses Peptids. Die Anregung erfolgte bei 380 nm, die Emission wurde bei 440 nm

aufgezeichnet.
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3.3.3 Proteolytische Aktivititsbestimmung mit Glu—Gly—Tyr—Ala—
Lys

Das in 3.3.1 beschriebene Ergebnis zur Substratspezifitdt der gereinigten Protease aus
T. thermophilus HBS sollte durch weitere Experimente bekraftigt werden konnen. Der
Hinweis einer bevorzugten Katalyse von Reaktionen unter Beteiligung aromatischer
hydrophober Aminosduren wie z.B. Phenylalanin legt die SchluB3folgerung nahe, daf3
weitere aromatische Aminosédurereste wie beispielsweise Tyrosin umsetzbar sind und
somit ein chymotrypsindhnliches Verhalten nachweisbar sein miisste. Da die
Nichtumsetzung von N-Benzoyl-Tyr-ethylester durch die Schutzgruppen zustande
kommen konnte, wurde ein neues Substrat eingesetzt. Folglich wurde ein eigens fiir
diese Untersuchung synthetisiertes Pentapeptid der Sequenz Glu-Gly-Tyr-Ala-Lys
ohne Schutzgruppen verwendet, bei welchem die Hydrolyse der spezifischen
Peptidbindung sowohl durch die Serinprotease Chymotrypsin A, aus Rinderpankreas
als auch mit Hilfe der gereinigten Protease aus 7. thermophilus HBS darstellbar sein
misste. Da Chymotrypsin Peptidbindungen hydrolysiert, an welchen aromatische
Aminosdurereste beteiligt sind, wurde erwartet, dal3 ein Tripeptid Glu-Gly-Tyr und ein

Dipeptid Ala-Lys entsteht.

Abbildung 19(A) zeigt die Auftrennung des Ausgangspeptids Glu-Gly-Tyr-Ala-Lys
nach einer Inkubation iiber einen Zeitraum von 30 Minuten bei Raumtemperatur an
einer unpolaren RP-Trennsdule des Typs Nucleosil 120 C;g, Sum. Das Peptid erscheint

mit einer Retentionszeit von 11,43 als alleinige Bande.

Wie Abbildung 19(B) zeigt entstanden nach Verdau mit Chymotrypsin A4 aus
Rinderpankreas iiber einen Zeitraum von 30 Minuten und bei Raumtemperatur zwei
Banden. Die Bande mit der Retentionszeit 11,94 stimmt mit dem Ausgangspeptid
iiberein, und eine zusitzliche Bande mit einer Retentionszeit von 13,39 ist einem der

Hydrolyseprodukte zuzuordnen. Ferner ist deutlich eine Abnahme der Bande des
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Ausgangspeptids gegeniiber der unbehandelten Bande und eine Zunahme des

Hydrolyseprodukts zu erkennen.

In Abbildung 19(C) ist nochmals das Ausgangspeptid dargestellt, jedoch nach
Inkubation tiber einen Zeitraum von 60 Minuten und bei 70°C. Das Ausgangspeptid

besitzt eine Retentionszeit von 11,47 und zeigt somit Thermostabilitét.

Zur eingehenderen Uberpriifung des Pentapeptides auf Thermostabilitit wurde eine
Inkubation bei 70°C {iiber Nacht vorgenommen (Abbildung 19(D)). Zu erkennen ist

das unverdnderte Ausgangspeptid mit einer Retentionszeit von 11,64 Minuten.

Wie aus Abbildung 19(E) zu ersehen ist, resultieren nach Inkubation mit der isolierten
Protease aus 7. thermophilus HBS, vorgenommen iiber einen Zeitraum 24 Stunden und
bei 70°C, nach Auftrennung an Nucleosil 120 C;3 die schon bekannte Bande des
Ausgangspeptids mit einer Retentionszeit von 11,67 und die Bande bei 13,44, welches

wiederum einem der Hydrolyseprodukte zuzuordnen ist.

Die Auftrennungen der Hydrolyseprodukte nach Behandlung des Pentapeptids
vergleichsweise mit Chymotrypsin einerseits und mit der isolierten Protease
andererseits an Nucleosil 120 C;g bestitigten die schon eingangs beschriebene
Vermutung, dall die isolierte Protease aus 7. thermophilus HBS8 eine
chymotrypsindhnliche Spezifikation aufweist, da exakt dieselben Hydrolyseprodukte

nachgewiesen wurden.
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Abb.19:  Auftrennung des Pentapeptides Glu—Gly-Tyr-Ala—Lys nach Verdau mit
Chymotrypsin Ay aus Rinderpankreas einerseits und der isolierten Protease aus
T. thermophilus HB8 andererseits an Nucleosil 120 Cis, 5 um. Als mobile Phase wurde
Losung A mit 550 ul TFA pro Liter H>Opiges; und Losung B mit 80 % Acetonitril, 0,05 % TFA
als Gradient im Verhdltnis 0-30 % Losung B gemischt. Dargestellt in (A) ist das

Ausgangspeptid mit einer Retentionszeit von 11,43, inkubiert bei Raumtemperatur tiber
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einen Zeitraum von 30 Minuten. (B) zeigt das Ausgangsprodukt mit einer Retentionszeit
von 11,94 und das Hydrolyseprodukt mit 13,39 infolge der Hydrolyse durch Chymotrypsin bei
Raumtemperatur und nach 30miniitiger Inkubation. In (C) ist das Ausgangspeptid (11,47)
nach Inkubation bei 70°C fiir 60 Minuten dargestellt. (D) Ausgangspeptid nach 24stiindiger
Inkubation bei 70°C. (E) Ausgangspeptid (11,67) und Hydrolyseprodukt (13,44) infolge
proteolytischer Tdtigkeit der Protease aus T. thermophilus HBS8 fiir 24 Stunden bei 70°C.
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3.4 GroBienbestimmung der thermophilen Protease aus

T. thermophilus HBS8

3.4.1 Diskontinuierliche SDS—Polyacrylamidgelelektrophorese

Fiir die Beschreibung der molaren Masse der gereinigten Protease aus 7. thermophilus
HBS8 wurde das Wanderungsverhalten des Enzyms im Polyacrylamidgel untersucht.
Mit dieser Methode wird infolge der Bindung von stochiometrischen Mengen SDS an
das Protein bzw. an Proteinuntereinheiten eine negative UberschuBladung erzeugt,
wodurch die elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit proportional zur

Molmasse ist.

Abbildung 20(B) zeigt das Elektropherogramm mit den zuriickgelegten
Wanderungsstrecken der gereinigten Protease und eines Proteinmolekular-
gewichtstandards. Der Standard ist aus einem Gemisch 12 rekombinanter Proteine
zusammensetzt  (3.2.9). Aus Abbildung 20(A) ist die Auftrennung des
Proteingemisches nach Firmenangabe zu ersehen. Der direkte Vergleich der
aufgetrennten Proteaseprobe mit dem Proteinmolekulargewichtstandard zeigt im

SDS-Polyacrylamidgel eine Bande zwischen den Standards bei 60 und 70 kDa.

Da fiir die Proteasebande eine Wanderungsstrecke von 1,7 cm im SDS-
Polyacrylamidgel ermittelt wurde, kann mit Hilfe der logarithmischen Darstellung der
molaren Masse in Abhingigkeit von der Wanderungsstrecke (Abb.21) eine Molmasse

von 67 kDa fiir die Probenbande angenommen werden.



Ergebnisse 89

A B
kD —
?2“ 150 &= 150 kDa —
0 —
gg:%? = 70kDa __|
o - 50 kDa —»>
40 ——
30 —

30kDa —p H

20—

-
1 2

Abb.20: Bestimmung der molaren Masse der isolierten Protease aus T. thermophilus HBS
durch direkten Vergleich mit rekombinanten Proteinen bekannter Grofie (20-200 kDa) eines
Proteinstandardgemisches nach SDS—PAGE. (A) zeigt separat die Grofsenverhdltnisse des
Proteinstandardgemisches und (B) die Auftrennung von 3 ul des Proteinstandardgemisches
(1) und 4 ug der gereinigten Protease nach Ultrazentrifugation (2) im 10 % igen Trenngel.

Die Proteine wurden mit Silberfdrbung sichtbar gemacht.
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Abb.21: Auftragung des dekadischen Logarithmus der molaren Masse von 12 rekombinanten
Proteinen des Standardgemisches zwischen 20-200 kDa in Abhdngigkeit von der rel.
Beweglichkeit der Proteine in einem SDS-Polyacrylamidgel. Zuordnung des Logarithmus
der Molmasse der isolierten Protease aus T. thermophilus HB8 iiber die ermittelte

Wanderungsstrecke von 1,7 cm.
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3.4.2 Nachweis von Glycoproteinen

Da ein betrichtlicher Anteil der Proteine sowohl bei Prokaryonten als auch bei
Eukaryonten in glycosylierter Form vorliegen kann, erschien es sinnvoll, die
Proteasebande aus 7. thermophilus HBS8 nach erfolgter SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese darauthin zu untersuchen. Ein geeigneter Nachweis von
Zuckerresten in Proteinen ist die Perjodat-Schiff-Farbung (PAS). Dabei werden
Verbindungen mit vicinalen Hydroxylgruppen in Anwesenheit von Perjodat oxidiert.
Die entstehenden Aldehydgruppen lassen sich mit Schiffs Reagenz und somit
Fuchsinschwefliger Sdure durch Rotviolettfarbung schon in Spuren nachweisen. Zur
Beurteilung der Féarbung wurde als Positivkontrolle Ovalbumin und als

Negativkontrolle Rinderserumalbumin im SDS-Polyacrylamidgel mitgefiihrt.

In Abbildung 22(A) ist die Auftrennung der aus 7. thermophilus HBS erhaltenen
Enzymfraktion 1 nach Anionenaustauschchromatographie an DE52-Cellulose und der
Proben Ovalbumin und Rinderserumalbumin nach  SDS-Polyacrylamid-

gelelektrophorese mit anschlieBender Coomassiefarbung dargestellt.

Abbildung 22(B) zeigt die entsprechende Probenanordnung nach SDS-Polyacryl-
amidgelelektrophorese im Vergleich mit der im Anschluf3 folgenden PAS-Férbung. So
sind von links nach rechts die nicht angefirbte Proteaseprobe, eine ungefirbte
Negativkontrolle des Rinderserumalbumins und eine gefdarbte Positivkontrolle des
Ovalbumins dargestellt. Im oberen Bereich der Auftrennung der angereicherten
Enzymfraktion aus 7. thermophilus HBS wurde offensichtlich eine Zuckerverbindung
angeférbt, welche aufgrund ihrer Distanz zur Proteasebande in keinem Zusammenhang

mit dieser steht.
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Abb.22: Nachweis von Glycoproteinen mit der Perjodat—Schiff-Fdrbung. In (4) ist von links
nach rechts die Auftrennung von 52 ug der Enzymfraktion 1 nach Anionenaustausch-
chromatographie an DE52-Cellulose aus Zellen von T. thermophilus HBS8, 71/ ug
Rinderserumalbumin und 12,5 upug Ovalbumin nach SDS-PAGE und anschlieffender

Coomassieanfirbung dargestellt. (B) zeigt die entsprechende Aufirennung der genannten

Proben mit anschliefsender PAS—Fdrbung.
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3.4.3 Groflenbestimmung an Sepharose CL-6B

Da mit Hilfe der Gelchromatographie Makromolekiile entsprechend ihrer Grofe
getrennt werden, konnen Molmassen unbekannter Proteine unter Verwendung von
Standards bekannter molarer Massen abgeschitzt werden. Hierbei ergibt die
Auftragung des FElutionsvolumens der Standardproteine gegen den dekadischen
Logarithmus ihrer molaren Masse eine Standardkurve, welche innerhalb eines relativ
weiten Bereiches Linearitit zeigt. Ein abweichendes gelchromatographisches
Verhalten konnen jedoch Molekiile zeigen, welche nicht in der typisch globuldren

Form, wie z.B. Glycoproteine, vorliegen.

Um den Grad der Retardierung, welcher sich als Quotient aus Elutionsvolumen (Ve)
und AusschluBvolumen (Vo) ergibt, bestimmen zu konnen, wurde neben den
Standardenzymen Dextranblau aus Leuconostoc ssp., das eine durchschnittliche
Molmasse von 2000 kDa besitzt, aufgetragen. Das Ausschluvolumen des
Sdulenmaterials ergibt sich somit als das Volumen, bei welchem der Absorptionswert
des Dextranblaues sein Maximum erreicht. Das Elutionsvolumen stellt diejenige
Menge an Eluat dar, welche zwischen dem Auftragen der Proben und ithrem Austritt
aus der Saule gemessen wurde. Die Bestimmung erfolgt anhand der halben
Maximalh6hen der Substanzbanden. Die Standardproteine waren Katalase aus
Rinderleber mit einer molaren Masse von 240 kDa, Fumarase aus Schweineherz mit
194 kDa, Lactat-Dehydrogenase aus Schweineherz mit 140 kDa und a-Amylase aus
Bacillus subtilis mit 96,9 kDa.

Wie aus Abbildung 23(A-D) zu ersehen ist, ergab sich fiir das beschriebene
Gelmaterial Sepharose CL-6B iiber die Bestimmung des Absorptionsmaximums des

Dextranblaues bei 580 nm ein Ausschlu3volumen (Vo) von 110 ml.

Aus Abbildung 23(A-D) st ferner die Volumenaktivitit des jeweiligen

Standardenzyms oder die Absorption der infolge enzymatischer Tatigkeit entstehenden
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Produkte in Abhingigkeit der gesammelten Fraktionen zu entnehmen (2.2.9.11f). Die
ermittelten Elutionsvolumina sind somit 210 ml fiir Katalase, 230 ml fiir Fumarase,

248 ml fiir Lactat-Dehydrogenase und 268 ml fiir a-Amylase.

Abbildung 24 zeigt die mit Hilfe der Anson-Methode ermittelten proteolytisch aktiven
Fraktionen {iber den jeweiligen Elutionsvolumina. Fiir die Protease aus
T. thermophilus HBS ergab sich somit ein Elutionsvolumen von 230 ml, welches mit

jenem der Fumarase genau iibereinstimmt.

In Abbildung 25 ist die Auftragung der Elutionsvolumina der Standardenzyme gegen
den dekadischen Logarithmus der jeweiligen Molmassen sowie der Grad der

Retardierung mit Ve/Vo zu sehen.

Durch Vergleich mit den eingesetzten Standards konnte mit Hilfe der Methode der
Gelchromatographie an Sepharose CL-6B fiir die isolierte Protease aus

T. thermophilus HBS eine molare Masse von ~194 kDa ermittelt werden.
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Abb.23: Grofsenbestimmung der Protease aus T. thermophilus HB8 an Sepharose CL-6B mit
Standardproteinen bekannter Molmassen. Als Standards wurden 1 mg Dextranblau aus
Leuconostoc ssp., 0,05 mg Katalase aus Rinderleber, 0,007 mg Lactat-Dehydrogenase aus
Schweineherz, 1 mg a-Amylase aus Bacillus subtilis und 0,006 mg Fumarase aus
Schweineherz eingesetzt. Die Elution der Proteine erfolgte mit 10 mM Kaliumphosphat pH

7,5 und einer FlufSrate von Iml/min. Es wurden 300 Fraktionen zu jeweils 1 ml gesammelt.
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Auf der primdren Y-Achse wurde jeweils die Absorption des Dextranblaus (m) dargestellt
(A-D). Die sekundire Y-Achse zeigt in (A) die Volumenaktivitit des Standardenzyms
Katalase (®) mit einer Molmasse von 240 kDa. In (B) wurde die Volumenaktivitit der
Fumarase mit 194 kDa (A) und in (C) der Lactat-Dehydrogenase mit einer Molmasse von
140 kDa (e) dargestellt. Die Absorption bei 546 nm kennzeichnet die aktiven Fraktionen der
a-Amylase mit 96,9 kDa, was aus (D) zu entnehmen ist (A ).



Ergebnisse 96

0,8
- 0,7
- 0,6 §
- 0,5 £
L 04 2
3 £
=
- 0,2 <
=
- 0,1
0
0 50 100 150 200 250 300
Anzahl der Fraktionen

Abb.24: Grofienbestimmung der isolierten Protease aus T. thermophilus HB8 an Sepharose
CL-6B. Es wurden 200 ul der erhaltenen Enzymfraktion nach Gelchromatographie an
Sepharose CL-6B mit einem Proteingehalt von 1 mg eingesetzt. Die Elution wurde mit 10 mM
Kaliumphosphat pH 7,5 und einer Flufrate von Iml/min vorgenommen. Gesammelt wurden
300 Fraktionen zu jeweils 1 ml. Die primdre Y-Achse zeigt die Absorption des
Dextranblaues bei 580 nm (m). Die Skalierung der sekunddren Y-Achse stellt die nach
Anson bestimmte proteolytische Aktivitit des Enzyms (A) in Abhdngigkeit von den

gesammelten Fraktionen dar.
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Abb.25: Darstellung der Elutionsvolumina der Standardproteine Katalase, Fumarase, Lactat-
Dehydrogenase und a-Amylase in Abhdngigkeit vom Logarithmus ihrer molaren Masse (m).

Auftragung von Ve/Vo iiber dem Logarithmus der molaren Masse (A ).
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3.4.4 Quervernetzung mit Dimethylsuberimidat

Die Bestimmung der Anzahl und Anordnung von Proteinuntereinheiten in oligomeren
Proteinen kann durch kovalente Vernetzung identischer Untereinheiten und in
Kombination mit SDS-PAGE erfolgen. Bifunktionale Reagenzien ermdglichen in
definierter Konzentration ausschlieBlich eine intramolekulare Quervernetzung. Der
Diimidoester Dimethylsuberimidatdihydrochlorid (Octandiimidsdure-dimethylester-
dihydrochlorid) begilinstigt die kovalente Vernetzung der e-Aminogruppen von Lysin
sowie N-terminaler a-Aminogruppen aller anderen Aminosduren. Voraussetzung dafiir
ist jedoch, daB die relevanten Gruppen in ausreichender Anzahl vorhanden sind, das
Reagenz lange genug ist um die erforderliche Distanz zu iiberspannen und das Protein

eine nicht zu flexible Struktur besitzt.

Zur Vermeidung von intermolekularen Vernetzungen wurde die Proteinkonzentration
innerhalb des Bereiches 0,1-5 mg/ml gewidhlt. Der Konzentrationsbereich des
Diimidoesters war 0,5-100 mM. Ferner wurden die Reaktionsbedingungen so gewihlt,
daB der Diimidoester in 0,2 M Triethanolaminhydrochlorid pH 8,5 geldst wurde und
somit die Amidinierung gegeniiber der Hydrolyse begiinstigt war. Durch Entnahme
von Aliquots aus dem Versuchsansatz in Abhédngigkeit von der Zeit und nachfolgender
Auftrennung im SDS-PAGE wurde bei intramolekularer Vernetzung eines aus
identischen Untereinheiten bestehenden Proteinmolekiils das zeitabhingige Auftreten

von Banden mit der doppelten oder mehrfachen Molmasse der Untereinheit erwartet.

Zur Uberpriifung der Versuchsbedingungen wurden als Standards zwei Enzyme
bekannter molarer Masse herangezogen. Katalase aus Rinderleber, ein aus vier
identischen Untereinheiten zu je 60 kDa bestehendes tetrameres Himinenzym, weist
eine molare Masse von 240 kDa auf und Lactat-Dehydrogenase aus Schweineherz, ein

Tetramer der molaren Masse von 140 kDa mit jeweils 35 kDa pro Untereinheit.
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In Abbildung 26 ist die Quervernetzung der identischen Untereinheiten der Katalase
mit Dimethylsuberimidatdihydrochlorid nach t=0, 15 und 30 Minuten und ein
Proteinstandardgemisch (3.2.9) nach Auftrennung in einem SDS-Trenngel der
Acrylamidkonzentration von 10 % dargestellt. Der Abbildung ist zu entnehmen, daf3
zum Zeitpunkt t=0 Minuten mehrere Banden vorhanden sind. Durch den direkten
Vergleich mit dem Proteinstandardgemisch kann jedoch die am stirksten
ausgepragteste Bande der 60 kDa-Untereinheit der Katalase zugeordnet werden. Nach
t=15 und 30 Minuten ist sowohl eine Zunahme im Bereich von 120 kDa, 180 kDa und
im Bereich groBer als 200 kDa als auch eine Abnahme der 60 kDa Bande erkennbar.
Allerdings wurde infolge einer Zunahme von Banden an anderen Stellen deutlich, daf3
gleichfalls eine Vernetzung von Nebenbanden stattfand. Mit diesem Versuch konnte
gezeigt werden, dal eine intramolekulare Vernetzung der identischen Katalase-
Untereinheiten mit Dimethylsuberimidatdihydrochlorid unter gegebenen Bedingungen

moglich ist.

Abbildung 27 zeigt die Quervernetzung der identischen Proteinuntereinheiten der
Lactat-Dehydrogenase mit Dimethylsuberimidatdihydrochlorid in Abhéngigkeit von
der Zeit und nach Auftrennung in einem 10 % SDS-Trenngel. Durch Vergleich mit
einem mitgefiihrten Proteinstandardgemisch (3.2.9) ist das Monomer der Lactat-
Dehydrogenase mit der molaren Masse von 35 kDa als deutlich hervortretende Bande
zu erkennen. Dimer und Tetramer sind zum Zeitpunkt t=15 Minuten bei 70 bzw.
140 kDa im Elektropherogramm zu sehen. Die Bildung des Trimers, welches bei
105 kDa erwartet wurde unterblieb. Mit diesem Versuch konnte bestétigt werden, daf3
der eingesetzte Diimidoester eine Quervernetzung der Untereinheiten der Lactat-
Dehydrogenase verursachte. Allerdings konnte bei diesem Versuch keine vollstindige
Vernetzung der identischen Untereinheiten mit Dimethylsuberimidatdihydrochlorid

infolge des Fehlens des Trimers erzielt werden.

Das Ergebnis des Versuches einer Quervernetzung von identischen Untereinheiten der
isolierten Protease aus 7. thermophilus HBS ist in Abbildung 28 dargestellt. Das

Elektropherogramm zeigt die Auftrennung der in den Zeiteinheiten 0, 15 und
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30 Minuten entnommenen Proben in der SDS-PAGE. Nach erfolgreicher
Quervernetzung von Untereinheiten zu jeweils 67 kDa wiirde man Banden eines
Vielfachen davon erwarten. Wie aus Abbildung 28 zu entnehmen ist sind zum
Zeitpunkt t=0 mehrere Banden zu sehen, wobei die 67 kDa-Bande die hdochste
Molmasse im Gel besitzt. Ferner ist zu sehen, dall weder nach 15 Minuten noch nach

30 Minuten Banden hinzukamen, so daB3 keine Vernetzung stattfand.
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Abb.26: Quervernetzung der identischen Proteinuntereinheiten einer molaren Masse von
60 kDa von Katalase aus Rinderleber mit Dimethylsuberimidatdihydrochlorid in
Abhdingigkeit von der Zeit und anschlieffende SDS-PAGE. Der Versuchsansatz bestand aus
0,15 mg Katalase aus Rinderleber in 100 ul Triethanolaminhydrochlorid pH 8,5. Dimethy!-
suberimidatdihydrochlorid wurde so eingesetzt, dafs eine Konzentration von 20 mM vorlag.
Nach der Entnahme von Aliquots zum Zeitpunkt t=0, 15 und 30 Minuten wurde die Reaktion
mit 12 % Hydroxylaminhydrochlorid in Triethanolaminhydrochlorid pH 8,5 gestoppt und im
Anschluf3 daran in einem 10 % igen Trenngel im SDS—-PAGE-System aufgetrennt. Es wurden
jeweils 11,3 ug Katalase zum Zeitpunkt t=0 Minuten (3), t=15 Minuten (2) und t=30 Minuten
(1) und 3 ul des Proteinstandardgemisches (3.2.9) (4) aufgetrennt.



Ergebnisse 100

| |[4¢——200 kDa
. . |«—100KkDa
|*." .'—
il L |[4— 50 kDa
. e
L |«— 30KkDa
1 2 3 4 5

Abb.27: Quervernetzung der identischen Untereinheiten einer molaren Masse von 35 kDa der
Lactat-Dehydrogenase aus Schweineherz mit Dimethylsuberimidatdihydrochlorid und
anschlieffender SDS-PAGE. Der Versuchsansatz bestand aus 0,014 mg Lactat-
Dehydrogenase aus Schweineherz in 100 ul Triethanolaminhydrochlorid pH 8,5 und 20 mM
Dimethylsuberimidatdihydrochlorid. Die Entnahme der Proben erfolgte nach 0, 15 und
30 Minuten. Von links nach rechts wurden das Proteinstandardgemisch (3.2.9) (1) und
jeweils 1,1 ug LDH nach 0 (4), 15 (3) und 30 Minuten (2) und nochmals das
Proteinstandardgemisch (5) aufgetragen. Die Proteine wurden mit der Silberfdrbung sichtbar

gemacht.
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Abb.28: Versuch der Quervernetzung identischer Untereinheiten der Molmasse 67 kDa der
isolierten Protease aus T. thermophilus HB8 mit Dimethylsuberimidatdihydrochlorid und
anschliefsender SDS-PAGE. Es wurden 35 ug Protease in 100 ul Triethanolamin-
hydrochlorid pH 8,5 eingesetzt. Die Konzentration des Dimethylsuberimidats wurde so
gewdhlt, dafs eine Konzentration von 20 mM vorlag. Nach den Zeiteinheiten 0, 15 und 30
Minuten wurden Proben entnommen, mit 12 % Hydroxylaminhydrochlorid in
Triethanolamin-hydrochlorid pH 8,5 gestoppt und in einem 10 % igen Trenngel mit SDS-
PAGE aufgetrennt. Pro Geltasche wurden 4,4 ug Protein eingebracht. Von links nach rechts
wurden die Proben nach 0 (3), 15 (2), 0 (1) Minuten im Vergleich mit dem Proteinstandard
(3.2.9) (4) aufgetragen. Die Proteine wurden mit Silberfdirbung sichtbar gemacht.
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3.5 Untersuchungen zur Primérstruktur der isolierten

Protease aus 7. thermophilus HBS8

3.5.1 Bestimmung der N-terminalen Sequenz

Mit Hilfe der automatisierten Bestimmung der Aminosdureabfolge nach Edman,
ausgehend vom N-Terminus der isolierten Protease, wurde nachfolgend aufgefiihrte
Sequenz gefunden. Die einzelnen N-terminal abgespaltenen Aminosiduren wurden als
Phenylthiohydantoinderivate nachgewiesen. Insgesamt wurden 20 Aminoséure-
positionen bestimmt, wobei Fehlstellen in Position 1 und Position 16 vorhanden
waren. Die eindeutige Zuordnung von Position 1 war im ersten Zyklus aufgrund
vorliegender Verunreinigungen nicht moglich. Fiir Position 16 konnte gleichfalls keine

Zuordnung getroffen werden, da kein deutliches Signal vorlag.

Pro |GIln | Asp | Asn |Ser |Leu | Val |Ile |Gly | Ala | Ser | Gln | Glu | Pro Val |Leu |Ala |Gly

Abb.29: Automatisierte Bestimmung der N-terminalen Sequenz der isolierten Protease
aus T. thermophilus HB8 nach Edman. Von der proteasehaltigen Enzymfraktion 1 nach
Anionenaustauschchromatographie an DES52-Cellulose wurden unterschiedliche Protein-
mengen (Bereich 10-1 ug) mit SDS-PAGE aufgetrennt. Die so aufgetrennten Proteine wurden

einem Elektrotransfer nach Towbin unterzogen und an eine PVDF-Membran gebunden. Die
mit Coomassie Brillantblau R 250-gefdrbten Proteasebanden der Grofse 3x1 mm wurden aus

der  proteinbindenden = Membran  herausgeschnitten — und  der  automatischen

Aminosdureanalyse im Sequenator unterzogen (2.2.14). Die Auftrennung der PTH-
Aminosduren erfolgte mit einer HPLC-Cs-Siule der MafSe 2,1+x250 mm. Die Detektion der

PTH wurde entsprechend der erhaltenen UV-Absorptionssignale bei 269 nm erreicht.
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3.5.2 Bestimmung von Teilsequenzen der Primérstruktur

Zur Erzeugung von Fragmenten flir Teilsequenzen der isolierten Protease aus
T. thermophilus HBS8 wurde eine proteasehaltige Proteinprobe in einem SDS-
Polyacrylamidgel zunéchst aufgetrennt, geféarbt und fixiert. Im Anschlufl daran wurden
die Proteasebanden der Grofle 67 kDa und die darunterliegenden Banden der Grof3e
~55 kDa aus dem Gel prédpariert und einem tryptischen Verdau im Gel (2.2.15)
unterzogen. Abbildung 30 zeigt die erhaltene Auftrennung von Enzymfraktion 1 nach
Anionenaustauschchromatographie an DES52-Cellulose im 10 % SDS-Poly-
acrylamidgel.

Die so erhaltenen Peptide wurden mit einer RP-Kapillarsidule an einer HPLC-Anlage
aufgetrennt und als UV-Signale detektiert. In Abbildung 31 st das
UV-Chromatogramm der Peptidtrennung, der im Gel verdauten Bande der Grofe

~55 kDa, welches bei einer Wellenldnge von 214 nm ermittelt wurde, dargestellt

Da die RP-Trennsdule direkt mit einem lonenfallen-Massenspektrometer verbunden
war, erfolgte die Peptididentifizierung mit Hilfe eines LC-Tandem-
Massenspektrometer-Experiments (LC-MS/MS-Experiment). Hierbei erfolgte die
Erzeugung von Molekiilionen mit Hilfe der Elektrospray-lonisation (ESI). Zusitzlich
wurde ein Teil der fokussierten Vorldufer-lonen separat durch Kollision einer weiteren
Ionisation (CID) unterworfen. Die so entstehenden Fragmente konnen in einem
angeschlossenen zweiten Massenspektrometer (MS/MS-Analyse) untersucht werden.
Somit wurden nicht nur die Peptidmassen massenspektrometrisch ermittelt, sondern
auch die Sequenz des jeweiligen Ausgangspeptids anhand seines charakteristischen
Fragmentmusters bestimmt. Uber diese fragmentionenspezifischen Daten konnten die
Proteine, falls in der Datenbank vorhanden, identifiziert werden. Aus Abbildung 32 ist
das bei dem LC-MS/MS-Experiment aufgenommene Base-Peak-Chromatogramm
(BPC) des Ionenstroms der Peptidauftrennung zu entnehmen. Ferner ist das

aufsummierte Massenspektrum des Ionenfallenspektrometers der wéhrend des
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Zeitraums von 41,2-42,4 Minuten eluierten Peptide, welche wéhrend des  LC-
MS/MS-Experiments aufgezeichnet wurden, in Abbildung 33 dargestellt. Abbildung
34 stellt sowohl das Massenspektrum als auch das CID-Spektrum des Peptids
VLTGDVVGYDR, welches bei 41,5 Minuten eluierte und dem Signal bei 597,2
(Abbildung 33) entspricht, dar.

Die Identifizierung der ~55 kDa-Proteinbande mit Hilfe einer Datenbankabfrage ist in
Abbildung 35 dargestellt. Die getroffenen und identifizierten Peptide sind graphisch
wiedergegeben. Fiir die NADP-abhéngige Isocitrat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.42) der
taxonomischen Einordnung Thermus thermophilus wurde eine Sequenz-

ibereinstimmung von 73 % erzielt.

Zusitzlich sind die Trefferzahlen aus dem Balkendiagramm (Abbildung 36) zu
entnehmen. Es wurden insgesamt zwei Proteine identifiziert, wobei die NADP-
abhdngige Isocitrat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.42) eine signifikante Trefferzahl von
540 (Scores) neben Trypsin erreichte.

Entsprechend der Untersuchungen der ~55 kDa-Bande wurde die Proteinbande,
welche bei 67 kDa migrierte, mit Hilfe der LC-MS/MS-Analyse untersucht. In
Abbildung 37 ist das UV-Chromatogramm abgebildet, und Abbildung 38 zeigt das
entsprechende Base-Peak-Chromatogramm des lonenstroms. Die Auswertung der
ermittelten MS/MS-Spektren erbrachte jedoch keinen Treffer. Bei dem untersuchten

Protein handelt es sich somit um ein noch nicht identifiziertes Protein dieser Gattung.
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70 kDa

60 kDa

50 kDa
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4— 30 kDa

Abb.30:  Diskontinuierliche  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese.  Auftrennung  von
Enzymfraktion 1 nach DE52-Cellulose mit einem Proteingehalt von 41,64 mg/ml. Von

links nach rechts wurden 4+10,41 ug der Enzymprobe und der Proteinmolekular-

gewichtsstandard (3.2.9) aufgetragen. Die restlichen Gelfldichen dienten als Leerwert.
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Abb.31: Peptidaufirennung an einer RP-Kapillarsdule mit TSK-Gel Super-ODS 120 mm =300

um. Das Peptidgemisch der tryptisch verdauten ~55 kDa-Bande wurde in 0,025 % TFA in
H>0 gelost. Es wurden 2,5 ml injiziert und mit einer Flufrate von 5 ul/min eluiert. Als
Elutionsmittel wurden Pufferlosung A mit 0,025 % TFA in H,O und Lésung B mit 0,023 %
TFA, 80 % Acetonitril in H,O eingesetzt. Der Gradient setzte sich iiber den
Zeitraum 0-10 Minuten aus 5 % B, 10-15 Minuten 10 % B, 15-100 Minuten 75 % B
und 100-120 Minuten 95 % B zusammen. Das UV-Chromatogramm wurde bei einer

Wellenldinge von 214 nm ermittelt.
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Abb.32: Base-Peak-Chromatogramm des lonenstroms, welches beim LC-MS/MS-Experiment
aufgenommen wurde. Der Pfeil (|) kennzeichnet die Peptide, welche wdhrend des
Zeitraums von 41,2-42,4 Minuten eluiert wurden. Die FEinstellungen des
Massenspektrometers waren: positiver lonenmodus; Elektrospray lonisations-Spannung:
—4100 V; Trockengas-Temperatur: 295 °C; Nebulizer: 22 psi; Scanbereich: 300-1700 m/z.
Die Beladung der Falle wurde iiber die Software automatisch kontrolliert. MS/MS-
Parameter: 1 Precusor lon (isoliert mit 6 m/z); 9 MS/MS-Spektren; Active Exclusion ein
(2 min); MS/MS Fragmentierungs-Amplitude: 1 V.
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Abb.33: Aufsummiertes Massenspektrum der eluierten Peptide, welches iiber den Zeitraum

von 41,2-42,4 Minuten wdihrend des LC-MS/MS-Experiments aufgezeichnet wurde. Die

eluierten Peptide wurden entsprechend ihren Ladungszustinden gekennzeichnet. Siehe

Position Pfeil (|) Abbildung 32.
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Abb.34: MS/MS-Spektrum des Peptids VLTGDVVGYDR, das bei 41,5 Minuten eluierte und
dem Signal bei 597,2, mit m/z als 2-fach positiv geladenem Molekiilion, entspricht. Die y- und
b-Typ Fragmentionenserien wurden gleichzeitig erhalten. Das CID-Spektrum wurde

automatisch wihrend der LC-MS/MS-Analyse erhalten.
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Isocitrata dehydrogenase [NaDP] (EC 1.1.1.42) {Oxalosuccinate decarboxylase) (IDH)

Found in search of DATA.THT

Nominal mass (M.): 54603; Calculated pI walue: 6.33

WCBI BLAST search of P23197 against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Taxonomy: Thermus thermophilus

Fixed modifications: S-pyridylethyl (C)
Variable modificaticns: Oxidation (M)
Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P

Sequence Coverage: 73%

Matched peptides shown in Beld Red

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451

MPLITTETGK
YEVREAGASY
VTLRELFETY
QTPSVAQTLE
PERAFEQVAQ
DLTEGLIGEL
VMMLRYLEEF
IQNLGEETPREK
PEALGEKALED
GEGEAKDPET

KMHEVLEDGRE
FRRGIASGVP
ANVREVREFF
LISWEGSEKI
EYPDIEAVHL
GFAPSANIGN
ATADLIENAL
TQVREYEPFR
LAAGTPFRLE
LDLVSREVASE

LITVIPGDGI
OETIESIRKT
NVPTFYAGRG
VRFAFELARA
IVDNAARHOLY
EVAIFEAVHG
LYTLEEGRVL
LPOVDGAIAPR
MISNRGTQVY
FRWMHLEKLQ

GPECYEATLE
RVVLEGPLET
IDLVVVRENVY
EGREEVHCAT
KRPEQFEVIV
SAPEYAGENV
TGDVVEYDRG
IVPRSREVVE
PPTGGLTDLV
EFDGEPGFTK

VLEAAKAPLA
PVGYGEESAN
EDLYAGIEHM
KENIMEKLAEG
TTHMNGDILS
INPTAVLLSA
AKTTEYTERI
VDVFVETNLL
DHYRCRFLYT
ROGED

Abb.35: Mascot-Identifizierung der tryptisch im Gel verdauten ~55 kDa-Bande. Als

Bedingungen wurden nachfolgend genannte Parameter bei der Datenbankabfrage

eingegeben. Trypsin als Enzym; Cysteinreste S-pyridylethyliert; Massen monoisotopisch;

Proteinmasse 55 kDa; Peptidmassentoleranz: + 0,5 Da; maximal zwei verpasste

Schnittstellen; Datenbank: SwissProt 41.1 (183303 Proteinsequenzen);, Taxonomy:

Eubakterien (54681 Proteinsequenzen).

Probability Based Mowse Score

Score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores > 36 indicate identity or extensive homology (p<0.05).

-
T T T T T T T 1 1
100 200 300 400 00 GO0

Probability Based Mowse Score

Abb.36: Mascot-ldentifizierung. Balkendiagramm mit den erzielten Treffern (Scores) fiir die
NADP-abhdngige Isocitrat-Dehydrogenase aus T. thermophilus HBS.
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Abb.37: UV-Chromatogramm der nach tryptischem Gelverdau erhaltenen Peptide der

67 kDa-Proteasebande. Die Peptidauftrennung erfolgte an einer RP-Kapillarsdule mit

TSK-

Gel Super-ODS 120 mm=300 um. Das Peptidgemisch der verdauten 67 kDa-Bande wurde in

0,025 % TFA in H,O gelost. Es wurden 2,5 ml injiziert, und mit einer Flufrate von 5 ul/min

eluiert. Als Elutionsmittel wurden Pufferlosung A mit 0,025 % TFA in H,O und Lésung B mit

0,023 % TFA, 80 % Acetonitril in H,O eingesetzt. Der Gradient setzte sich iiber den
Zeitraum 0-10 Minuten aus 5 % B, 10-15 Minuten 10 % B, 15-100 Minuten 75 % B, 100-

120 Minuten 95 % B zusammen. Das UV-Chromatogramm wurde bei einer Wellenlinge von

214 nm ermittelt.
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Abb.38: Base-Peak-Chromatogramm des lonenstroms, welches beim LC-MS/MS-Experiment
aufgenommen wurde. Die FEinstellungen des Massenspektrometers waren: positiver
lonenmodus; Elektrospray lonisations-Spannung: —4100 V; Trockengas-Temperatur: 295 °C;
Nebulizer: 22 psi; Scanbereich: 300-1700 m/z. Die Beladung der Falle wurde iiber die
Software automatisch kontrolliert. MS/MS-Parameter: 1 Precusor Ion (isoliert mit 6 m/z),
9 MS/MS-Spektren, Active Exclusion ein (2 min), MS/MS Fragmentierungs-Amplitude: 1 V.



Ergebnisse 113

3.6 Isolierung der genomischen DNA aus 7. thermophilus

HBS

3.6.1 Extraktion der genomischen DNA

Bei der in 2.2.17 beschriebenen Methode zur DNA-Extraktion wurden 1,1 g Zellen
des Bakterienstamms 7. thermophilus HBS schonend mit Hilfe von Lysozym und SDS
lysiert, um die zu isolierenden Nucleinsduren vor Scherkriften zu schiitzen.
Zellproteine ~ wurden mit  Proteinase @ K  aus  Tritirachium  verdaut.
Roti-Phenol/Chloroform bewirkte die Denaturierung der Proteine im Lysat und die
Sammlung der Proteine in der Interphase. Der Zusatz von Isoamylalkohol sollte die
Ausbildung einer intensiven Interphase verhindern. Bei einem pH iiber 7 fanden sich
alle Nucleinsduren in der wassrigen Phase, welche mit Hilfe der Zentrifugation von
der organischen Phase abtrennbar war. Durch den Zusatz von RNase wurden
Ribonucleinsduren spezifisch entfernt. Die genomische DNA wurde mit Ethanol

schlieBlich ausgefillt, getrocknet und wieder in Losung gebracht.

Die Konzentration der isolierten genomischen Desoxyribonucleinsdure aus
T. thermophilus HB8 wurde iiber den Quotienten OD/0,02, mit 50,48 OD zu 2524 pg
Desoxyribonucleinsdure pro Milliliter Losung bestimmt (10D=50 pg DNA pro ml).
Bei einem Volumen von 1,5 ml wurden somit 3,79 mg DNA isoliert. Der Quotient aus
der Absorption bei 260 nm und 280 nm betrug 1,87, was auf einen hohen

Reinheitsgrad der isolierten Probe schlielen 14Bt, gemessen am Standardwert von 1,85.
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3.7 Kinetik der isolierten Protease aus 7. thermophilus

HBS

Im Rahmen einer Charakterisierung der isolierten Protease aus 7. thermophilus HBS
wurde  die  katalytische  Aktivitit des Enzyms mit  Hilfe  von
Geschwindigkeitsbestimmungen des Substrat-Umsatzes einer spezifischen Reaktion
gemessen. Das in Frage kommende Testsystem wurde bereits in 3.3.2 beschrieben und
als solches zugrundegelegt. Das hierbei verwendete Substrat Ala-Ala-Phe-AMC wurde
in einem Kaliumphosphatsystem mit Hilfe der isolierten Protease hydrolysiert, das
infolge der enzymatischen Reaktion freigesetzte 7-Amino-4-methyl-cumarin als
Produktzunahme fluorimetrisch bestimmt und die Reaktionsgeschwindigkeiten des

Substrat-Umsatzes als relative Fluoreszenzen pro Zeiteinheit angegeben.

Ziel der nachfolgend beschriebenen Versuche war die Erarbeitung optimaler
Bedingungen um maximal mogliche Reaktionsgeschwindigkeiten messen zu konnen.
Als zu standardisierende Parameter wiren Inkubationszeit, Substratkonzentration,

Enzymkonzentration, pH-Wert, Pufferart sowie Temperatureinfliisse zu nennen.

3.7.1 Inkubationszeit

Da bei dem eingangs erwédhnten Enzymtest (3.3.2) keine Anfangsgeschwindigkeiten
der  Reaktion, sondern die Produktzunahmen innerhalb definierter
Inkubationszeitriume und -temperatur gemessen wurden, war es zunidchst von
Interesse, wie lange stetige Reaktionsgeschwindigkeiten infolge der katalytischen

Aktivitdt der Protease bei definierten Substratkonzentrationen gegeben waren.

So sind in Abbildung 39 die erzielten relativen Fluoreszenzen in Abhéngigkeit von der

jeweiligen Substratkonzentration bei konstanter Enzymmenge und unterschiedlichen
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Inkubationszeiten bei 70°C dargestellt. Das Resultat war eine stetige Zunahme der
relativen Fluoreszenz aufgrund des hydrolysierten AMC bei allen verwendeten
Substratkonzentrationen. Selbst bei den geringsten Substratkonzentrationen, bei
welchen ein rascher Substratverbrauch limitierend sein konnte, war tiiber einen

Inkubationszeitraum von 2 Stunden Linearitéit gegeben.

4
8 3,5
=
* 3
S 2,5
N
s 27
g 15
=
E 0,5
0
0 20 40 60 80 100 120
Inkubation bei 70°C

Abb.39: Relative Fluoreszenzen von AMC in Abhdngigkeit von verschiedenen
Substratkonzentrationen und Inkubationszeiten bei 70°C und konstanter Proteasemenge. Die
Reaktion der AMC-Zunahme wurde in Gegenwart von 25 uM (0), 50 uM (A), 100 uM (m)
und 200 uM (e) Ala-Ala-Phe-AMC untersucht. Das Peptid wurde in 500 ul Methanol geldst
und in 12 ml 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5, 0,03 % Triton X-100 verdiinnt. Fiir den
Enzymtest wurden 2500 ul dieser Substratpufferiosung und 225 ug Enzym in 4 ul 10 mM
Kaliumphosphat pH 7,5 eingesetzt.
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3.7.2 Substratkonzentration

Im weiteren Verlauf der kinetischen Untersuchungen wurde gepriift, ob ein
Zusammenhang zwischen Substratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit bei
konstanter Enzymmenge besteht. Da bei der enzymatischen Freisetzung des
fluoreszierenden 7-Amino-4-methyl-cumarins eine exergone Einsubstrat-Reaktion
vorliegt, deren Gleichgewicht auf seiten der Hydrolyse liegt, sollte die Theorie nach
Michaelis und Menten anwendbar sein. Mit steigenden Substratkonzentrationen
miiten somit hohere Geschwindigkeiten erzielbar sein, welche sich schlieBlich

asymptotisch dem Grenzwert der Maximalgeschwindigkeit ndhern.

In Abbildung 40 sind die  Umsatzgeschwindigkeiten  gegen  die
Substratkonzentrationen nach einer Inkubationszeit von 120 Minuten bei 70°C
aufgetragen. Aus der Graphik ist zu entnehmen, dall die Reaktionsgeschwindigkeiten
bei Substratkonzentrationen um 200 pM nicht mehr zunehmen. Lige in diesem
Bereich Substratsittigung vor, so wire die Maximalgeschwindigkeit erreicht. Die
Bestimmung der Michaelis-Konstanten iiber die Hyperbelfunktion ermittelte jedoch
eine Substratkonzentration von 199,8 uM fiir K,,. Somit wére Substratsittigung im
Bereich um 200 uM nicht gegeben, so daBl die gemessenen Daten auf eine

Fluoreszenzloschung hindeuteten.

Nach Wiederholung desselben Versuches mit einer kiirzer gewihlten Inkubationszeit
von 30 Minuten wurde die nach Abbildung 41 vorgegebene Substratkonzentration der
Michaelis-Konstanten mit 196,6 uM bestétigt. Die nicht eingetretene Fluoreszenz-
loschung 1st auf geringere Produktkonzentrationen infolge der geringeren
Inkubationsdauer zuriickzufiihren. Die so erhaltenen Umsatzgeschwindigkeiten sind in

Abbildung 41 dargestellt.
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rel. Fluoreszenz * 10 -2 /120 min

0 ' 100 "~ 200 ' 300 © 400

Substratkonzentration [pM |
Abb.40: Bestimmung der Michaelis-Konstanten iiber die Hyperbelfunktion in der direkten
Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeiten bei verschiedenen Substratkonzentrationen und
nach zweistiindiger Inkubation bei 70°C. Die Reaktion der Hydrolyse von Ala-Ala-Phe-AMC
wurde iiber den Bereich von 10-400 uM im Kaliumphosphatsystem pH 7,5 untersucht. Es
wurden 2500 ul der jeweiligen Substratlosung sowie eine konstante Enzymmenge von jeweils

225 ug Protein in 4 ul 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 eingesetzt.

rel. Fluoreszenz * 10 -2 / 30 min

0,0

0 " 100 200 300 400 500
Substratkonzentration [pM]

Abb.41: Bestimmung der Michaelis-Konstanten iiber die Hyperbelfunktion in der direkten
Auftragung der  relativen  Fluoreszenzen von AMC bei verschiedenen Substrat-
konzentrationen und nach 30miniitiger Inkubation bei 70°C. Die Reaktion der Hydrolyse
von Ala-Ala-Phe-AMC wurde iiber den Bereich von 10-550 uM im Kaliumphosphatsystem
pH 7,5 untersucht. Es wurden 2500 ul der jeweiligen Substratlosung sowie eine konstante

Enzymmenge von jeweils 225 ug Protein in 4 ul 10 mM Kaliumphosphat eingesetzt.
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3.7.3 Enzymaktivitat

Unter der Voraussetzung, dafl die Reaktionsgeschwindigkeit der aktiven
Enzymmolekiile proportional ist, miiliten mit zunehmender Enzymmenge hohere

Geschwindigkeiten erzielbar sein.

Die Variation der Enzymmenge bei konstanter Substratkonzentration ist in Abbildung
42 dargestellt. Das Resultat waren steigende Fluoreszenzen pro Zeiteinheit und somit

hohere Stoffumsétze als Folge hoherer Enzymaktivitéten.

rel. Fluoreszenz « 10°2/60 min
N
.

0 I I I I I I I
0 50 100 150 200 250 300 350

Enzymmenge [ng]

Abb.42: Darstellung des Substratumsatzes als relative Fluoreszenz von AMC in Abhdngigkeit
von der Enzymaktivitit nach einstiindiger Inkubation bei 70°C. Die Reaktion wurde fiir
Enzymmengen von 37,5-375 ug im Kaliumphosphatsystem pH 7,5 und in Gegenwart von
200 uM Ala-Ala-Phe-AMC untersucht.
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3.7.4 Temperaturmaximum

Temperaturstabilitdt als kennzeichnendes Charakteristikum von thermophilen
Organismen bedeutet in vielen Féllen, dal ihre Enzyme gleichermallen Thermophilie
zeigen. So wurden bei der enzymkatalysierten Hydrolyse durch die Protease aus

T. thermophilus HBS8 hohere Geschwindigkeiten bei hoheren Temperaturen erwartet.

In Abbildung 43 wurde der untersuchte Sachverhalt wiedergegeben. Eine
kontinuierliche Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit als Maf} fiir Substratumsatz
bei steigenden Temperaturen wurde beobachtet. Ein Temperaturmaximum zeichnete
sich, im gegebenen Testsystem, bei ~90°C ab, sowie eine Abnahme der
Reaktionsgeschwindigkeit jenseits des Maximums. Der pH-Wert im gegebenen

Puffersystem blieb {iber den gesamten Temperaturbereich konstant.

Abbildung 44 zeigt den Temperatureinflull auf die Enzymaktivitéit in der Darstellung
nach Arrhenius. Im rechten Teil der Abbildung ist die stetige Zunahme der
Reaktionsgeschwindigkeit als Gerade erkennbar, welche im linken Teil der Abbildung
oberhalb von Temperaturen um 90°C durch Inaktivierung des Enzyms abfillt. Nach
Arrhenius ist die Aktivierungsenergie proportional dem Steigungswinkel und wurde

zu E,= 51,6 KJ/mol berechnet.
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rel. Fluoreszenz « 10°2/60 min
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Abb.43: Umsatzgeschwindigkeit als relative Fluoreszenz von AMC in Abhdngigkeit von der
Temperatur und nach einstiindiger Inkubation bei den angegebenen Temperaturen im 10 mM
Kaliumphosphatsystem pH 7,5, 0,03 % Triton in Anwesenheit von 200 uM Ala-Ala-Phe-AMC

bei konstanter Enzymmenge von 225 ug.
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Abb.44: Reaktionsgeschwindigkeit in Abhdngigkeit von der Temperatur nach Arrhenius.
Darstellung der erzielten relativen Fluoreszenz nach einstiindiger Inkubation bei den
jeweiligen Temperaturen im 10 mM Kaliumphosphatsystem pH 7,5, 0,03 % Triton in
Anwesenheit von 200 uM Ala-Ala-Phe-AMC bei konstanter Enzymmenge von 225 ug.
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3.7.5 pH-Optimum

Als weiteres unterstiitzendes Merkmal zZur Erzielung optimaler
Reaktionsgeschwindigkeiten wurde die katalytische Aktivitit bei verschiedenen
pH-Werten untersucht, da Aktivierung bzw. Deaktivierung des Enzyms mit der
Protonierung bzw. Deprotonierung bestimmter, im katalytischen Prozel3 beteiligten

Aminosdureresten im Zusammenhang steht.

Die erzielten Enzymaktivititen nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei der
jeweiligen pH-Stufe sind in Abbildung 45 wiedergegeben. Das Ergebnis 1dt sich
durch eine GauB3’sche Normalverteilung charakterisieren mit Werten um den
Mittelwert pH 8, welcher dem pH-Optimum gleichzusetzen ist. Ferner wurden relative
Fluoreszenzen in benachbarten Bereichen bei pH 7 und pH 9 gemessen. Jenseits pH 6

bzw. pH 10 waren keine Enzymaktivititen erkennbar.

0,6 -
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

rel. Fluoreszenz * 10 -2 / 30 min

0,0 . ; . ; . ; . ; ' '

Abb.45: Bestimmung des pH-Optimums. Die Reaktionsgeschwindigkeiten wurden als relative
Fluoreszenzen in der Zeiteinheit von 30 Minuten bei 70°C in Abhdngigkeit von den
pH-Werten iiber einen Bereich von 3-12 bestimmt. Das Peptid Ala-Ala-Phe-AMC wurde als
400 uM Losung in Universalpuffer nach Teorell und Stenhagen angesetzt. Fiir den Enzymtest
wurden 2500 ul des Substratpuffers und 4 ul Enzymlosung bei der jeweiligen pH-Stufe
inkubiert. Der aktuelle pH wurde am Ende der Aktivititsbestimmung mit einer pH-Elektrode

tiberpriift.
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3.7.6 Enzymhemmung

Die Untersuchungen zur Spezifikation der isolierten Protease aus 7. thermophilus HBS
wiesen insgesamt darauf hin, daB chymotrypsindhnliche Aktivititen vorlagen
(3.3.1; 3.3.3). Diese Resultate sollten durch Verwendung eines geeigneten
Hemmstoffes unterstiitzt werden. Es war daher eine Hemmung des Enzyms durch den
spezifischen Serinproteaseninhibitor 4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylflourid-
hydrochlorid (AEBSF), erhiltlich unter dem Handelsnamen Pefabloc SC, zu
erwarten. Der Inhibitor bindet irreversibel an das Protein, so dafl keine Reaktivierung
des Enzyms zu erwarten ist. Als Bindungsarten konnen entsprechend der gewéhlten
Versuchsbedingungen sowohl nicht-kovalente Bindungen als auch kovalente
Bindungen zustande kommen. Werden sehr hohe Inhibitorkonzentrationen,
ausgedehnte Inkubationszeiten oder aber alkalische Bedingungen gewihlt, so bindet
die Sulfonylgruppe kovalent an Tyrosin- und Lysinreste des Proteins und an den freien
Aminoterminus. Die Vorteile gegeniiber den herkdmmlich eingesetzten Hemmstoffen
fiir Serinproteasen, wie z.B PMSF und DFP, wurden darin gesehen, da3 eine gute
Loslichkeit in wéssrigen Losungen, Stabilitdt in Losungen und eine stark verminderte

Toxizitdt gegeben war.

Die erzielten Umsatzgeschwindigkeiten von Ala-Ala-Phe-AMC in Abhéngigkeit von
steigenden Inhibitorkonzentrationen sind in Abbildung 46 dargestellt. Die
Versuchsparameter wurden so gewdhlt, da3 die Substratkonzentration der Michaelis-
Konstanten entsprach. Ferner wurde das Enzym mit dem Inhibitor bei
Raumtemperatur vorinkubiert und dann bei 70°C weiter inkubiert. So lieBen sich mit
zunehmenden Inhibitorkonzentrationen deutlich schrittweise Hemmungen erzielen bis
zur vollstandigen Inaktivierung des Enzyms bei einer Inhibitorkonzentration von

4 mM.
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Abb.46:  Irreversible = Hemmung  von  Serinproteasen  mit  4-(2-Aminoethyl)-
benzolsulfonylfluoridhydrochlorid. Fiir den Enzymtest wurde das Substrat Ala-Ala-Phe-AMC
als 200 uM Lésung eingesetzt (~K,,). Von der isolierten Protease aus T. thermophilus HB8
wurden 225 ug in 4 ul 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 zugegeben. Der Inhibitorzusatz
erfolgte in steigenden Konzentrationen (0,4-4 mM). Das Enzym und der Inhibitor wurden eine

Stunde bei RT vorinkubiert und bei 70°C fiir weitere 60 Minuten weiter inkubiert.
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3.8 Zellkultivierung und Stammhaltung von B. caldolyticus

3.8.1 Zellkultivierung und Stammhaltung

In Vorversuchen zeigte es sich, daBl der thermophile Stamm B. caldolyticus
betrachtliche proteolytische Aktivititen offenbar als extrazellulire Proteasen an das
Kulturmedium abgibt. Zur Isolierung dieser Enzymaktivitit wurden die Zellen
von B. caldolyticus in 5 Litern eines komplexen Fliissigmediums (2.2.1) bei 70°C
und mit 90 U/min kultiviert. Hierfiir wurden 4 Vorkulturen zu 50 ml mit jeweils einer
Stammkultur (2.2.1) beimpft. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden erfolgte die
Uberfiihrung dieser Vorkulturen in jeweils 400 ml Kulturmedium, welche ihrerseits
nach weiteren 24 Stunden in 800 ml Néhrmedium {iberimpft wurden. Infolge eines
eher langsamen Wachstums des Stamms wurden die Zellen nach wenigstens 24

weiteren Stunden abzentrifugiert.

Somit lieBen sich bei der Kultivierung von B. caldolyticus unter den beschriebenen
Bedingungen aus 5 Litern Ndhrmedium Zellmassen von 4-8 g Feuchtgewicht und
5 Liter zellfreies Medium erzielen, in welchem proteolytische Aktivititen erwartet
wurden, obwohl diese im Medium nach Anson (2.2.9.1) nicht messbar waren. Aus
diesem Grund muBte die Beschreibung des Anreicherungsfaktors und der Ausbeute in
Tabelle 5 unterbleiben. In 1,47 Litern zellfreiem Medium wurden 44,1 mg Protein

nach Bradford (2.2.7.1) bestimmt (Tabelle 5).

Fiir die Gewinnung der Stammbkulturen von B. caldolyticus wurde, analog dem fiir
T. thermophilus HBS beschriebenen Verfahren (3.1.2), ein Kultivierungsansatz von
B. caldolyticus (3.8.1) abzentrifugiert, der Zellniederschlag mit geringen Mengen
Nutrient broth pH 7 (2.2.1) suspendiert und jeweils 250 pl der so erhaltenen
Zellsuspension auf 200 pupl Glycerin in ReaktionsgefiBe geschichtet. Die

Konservierung der Stammbkulturen erfolgte bei —70°C.
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3.9 Entwicklung eines Reinigungsverfahrens fiir

extrazellulire Proteasen aus B. caldolyticus

Unter Berticksichtigung fritherer Berichte liber die Segregation thermophiler Enzyme
durch B. caldolyticus sollte der Stamm hinsichtlich extrazelluldrer Proteasen
untersucht werden (Heinen und Heinen, 1972; Grootegoed et al., 1973). Da
extrazellulaire Enzyme direkt ins Medium abgegeben werden, eriibrigte sich ein
ZellaufschluB3. Somit galt es als erstem Schritt im Medium vorliegendes proteolytisch
aktives Enzym zu konzentrieren und im Anschlufl daran rein darzustellen. Eine
unkomplizierte Methode, welche beide Zielsetzungen in sich vereint, wurde in der

Anionenaustauschchromatographie gesehen.

3.9.1 Anionenaustauschchromatographie an DEAE Sephadex
A-25

Die Konzentrierung und Anreicherung proteolytisch aktiver Enzyme im zellfreien
Medium wurde an DEAE Sephadex A-25 vorgenommen. Bei der Gelmatrix handelt es
sich um eine mit Epichlorhydrin vernetzte Dextranmatrix, an welche Diethylamino-

ethylgruppen kovalent gebunden sind.

Abb.47 zeigt sowohl die Absorption der aromatischen Aminosduren bei 280 nm als
auch die ermittelten proteolytischen Aktivititen nach Anson (2.2.9.1) in Abhédngigkeit
von der Anzahl der Fraktionen und einem aufsteigenden NaCl-Gradienten. Aus der
Darstellung geht hervor, dal} proteolytische Aktivititen iiber einen weiten Bereich, von
Anfang bis Ende des NaCl-Gradienten, bestimmt wurden. Auch erkennbar ist, daf} die
Enzymaktivitidten nach der Anionenaustauschchromatographie als erstem Reinigungs-
schritt insgesamt im Vergleich zu der Protease aus 7. thermophilus HBS geringer sind.
Prinzipiell ist es jedoch gelungen die im Medium vorliegenden proteolytischen

Enzymaktivititen mit Hilfe der Anionenaustauschchromatographie zu konzentrieren
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und anzureichern. Die aktiven Fraktionen 2-20, 28-40 und 41-56, 63-84 wurden so
zusammengefasst, daB drei Enzymfraktionen mit den zugehorigen Volumina von
56 ml, 40 ml und 100 ml resultierten (Tabelle 5). Nach Konzentrierung mit Hilfe der
Ultrafiltration (2.2.6.1) an einer YM 3-Membran lieen sich die Volumina auf 2 ml,
1 ml bzw. 2,8 ml einengen. Das Protein der genannten Enzymfraktionen wurde nach
Bradford (2.2.7.1) zu 0,6 mg, 1,6 mg und 5 mg vor der Konzentrierung und zu 0,2 mg,
0,2 mg bzw. 3,6 mg nach der Konzentrierung bestimmt. Fiir die enzymatische
Aktivitit wurden 0,2 mAU, 0,1 mAU und 0,3 mAU vor dem Konzentrierungs-
vorgang und 0,1 mAU, 0,04 mAU bzw. 0,3 mAU nach der Ultrafiltration fiir die
Enzymfraktionen ermittelt (Tabelle 5).

3,5 3,5
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3
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Abb.47: Anreicherung der proteolytisch aktiven Enzymfraktionen aus dem zellfreien
Kulturmedium von B. caldolyticus an DEAE Sephadex A-25. Es wurden 1,47 | zellfreies
Medium mit einem Proteingehalt von 44,1 mg auf das Gelmaterial gegeben. Die Elution
erfolgte mit einem 0-0,5 M NaCl-Gradienten in 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 (e®). Nach
Beendigung des Gradienten wurde mit einer 0,5 M NaCl-Lésung in 10 mM Kaliumphosphat
pH 7,5 nachgespiilt. Gesammelt wurden 94 Fraktionen zu jeweils 3 ml und mit einer
Fliefigeschwindigkeit von Iml/min; (m) kennzeichnet die Absorption bei 280 nm.
Proteolytische Aktivititen wurden als (A ) dargestellt.
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3.9.2 Gelchromatographie an Superdex 200 Hil.oad 16/60

Die Auftrennung von Enzymfraktion 3 nach Anionenaustauschchromatographie an
DEAE Sephadex A-25 an Superdex 200 mit einem Proteingehalt von 1,3 mg/ml, ist
aus Abbildung 48 zu entnehmen. Somit wurde die angereicherte Enzymfraktion 3,
welche nach der Anionenaustauschchromatographie mehrere unterschiedliche

Aktivitidtsbanden in sich vereinigte, nach Kriterien der Molekiilgr63e untersucht.

Die Proteaseaktivititen fanden sich nun als Banden mit abnehmender Molekiilgro3e
tiber den Saulenlauf verteilt. Im Vergleich mit der bestimmten Absorption bei 280 nm
waren die Proteasebanden direkt vor, nach und unter dem Absorptionsmaximum bei
280 nm lokalisiert. Die aktiven Fraktionen 40-52 und 57-64/72-98 wurden daher als
zwel separate Enzymfraktionen zusammengefaf3t. Zur besseren Unterscheidung dieser
Enzymfraktionen von jenen der Anionenaustauschchromatographie werden sie als
Proteasefraktion 1 und 2 im weiteren bezeichnet. Eine Proteinbestimmung nach
Bradford (2.2.7.1) war im nicht eingeengten Zustand nicht méglich. Die Volumina fiir
Proteasefraktion 1 bzw. 2 betrugen 20 und 55 ml. Die entsprechenden Aktivitéten nach
Anson (2.2.9.1) waren 0,08 mAU und 0,08 mAU (Tabelle 5). Nach Konzentrierung
der zwei Enzymfraktionen mit dem Ultrafiltrationssystem, unter Verwendung einer
YM 3-Membran (2.2.6.1), betrugen die Volumina 1,7 ml und 1 ml (Tabelle 5) mit
einem Proteingehalt von 0,18 mg und 0,02 mg. Die Aktivititen wurden fiir beide

Enzymfraktionen zu 0,03 mAU bestimmt.

Bei einer Gesamtproteinmenge von 3,6 mg der Enzymfraktion 3 nach
Anionenaustauschchromatographie koénnen 0,5 mg bzw. 0,06 mg Protein in
Proteasefraktion 1 bzw. 2 nach Gelfiltration an Superdex mit einer proteolytischen
Aktivitdt von 0,1 mAU erwartet werden. Tabelle 5 zeigt die ermittelten Werte im
Einzelnen, welche beim letzten Schritt der Gelfiltration rechnerisch auf die

vorliegende Gesamtmenge erginzt wurden (Faktor 2,8).
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Abb.48: Gelchromatographie der nach Anionenaustauschchromatographie an DEAE

Sephadex A-25 resultierenden Enzymfraktion 3 an Superdex 200 HilLoad 16/60. Das

Sdulenmaterial wurde mit mehreren Gelbettvolumina 10 mM Kaliumphophat pH 7,5

dquilibriert. Es wurden 1,3 mg Protein in 1 ml von der angereicherten Enzymlosung auf die

Sdule aufgetragen. Die Elution erfolgte gleichfalls mit 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5. Die

Flufsrate betrug 0,5 ml/min. Es wurden 100 Fraktionen zu 2 ml gesammelt. Die Absorption

bei 280 nm wurde mit (m) gekennzeichnet. (A ) zeigt die proteolytische Aktivitdt bei 750 nm.
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3.9.3 Reinigungstabelle

Aus nachfolgender Tabelle sind die erzielten Ergebnisse der verschiedenen
Reinigungsverfahren zur Gewinnung extrazelluldrer Proteasen aus B. caldolyticus
zusammenfassend dargestellt. Ausgehend von 1,47 Litern zellfreiem Medium, in
welchem keine proteolytischen Aktivititen messbar waren, konnten proteolytische
Aktivitidten mit Hilfe der Anionenaustauschchromatographie an DEAE Sephadex A-25
konzentriert werden. Es resultierten drei Enzymfraktionen mit Gesamtproteingehalten
von 0,6 mg, 1,6 mg und 5 mg vor der Konzentrierung, welche sich infolge des
Konzentrierungsschritts mit Ultrafiltration verringerten. Da Enzymfraktion 1 und
Enzymfraktion 2 identisch waren und bereits rein vorlagen wurde mit Enzymfraktion 3
weitergearbeitet. Mit Hilfe der Gelchromatographie an Superdex 200 konnten zwei
proteolytisch aktive Proteasefraktionen 1 und Proteasefraktion 2 gewonnen werden.
Durch GroBenbestimmungen der vorliegenden Untereinheiten mit SDS-PAGE zeigte
sich, dal} Proteasefraktion 1 und Proteasefraktion 2 sich hinsichtlich ithrer Grofe von
Enzymfraktion 1 und 2 nach Anionenaustauschchromatographie unterschieden und

Proteasefraktion 2 in Reinform isoliert wurde (0,06 mg).

Die Beschreibung des Reinheitsgrads und der Ausbeute wurden in der Tabelle nicht
dargestellt, da die Ausgangsgroflen (alle vorliegenden Aktivititen im Medium) nicht
bekannt waren. Zusétzlich wurde eine eindeutige Festlegung dieser Grof3en durch das
Vorhandensein verschiedener Proteasen erschwert, so dal} eine differenziertere

Darstellung hitte erfolgen miissen.
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Tab.5: Ubersicht der Reinigung extrazelluliirer Proteasen aus B. caldolyticus.

Reinigungs- Volumen |Protein |Gesamt- |Aktivitit | Spezifische

Methode [ml] [mg/ml] |protein |[mAU] Aktivitdt [mAU/g]
[mg]

Medium 1470 0,03 44,1 nicht -

mefBbar

Filtrat nach DEAE 1470 0,01 14,7 nicht -

Sephadex A-25 meBbar

Enzymfraktion 1 nach 56 0,01 0,6 0,2 333,3

DEAE Sephadex A-25

Enzymfraktion 2 nach 40 0,04 1,6 0,1 62,5

DEAE Sephadex A-25

Enzymfraktion 3 nach 100 0,05 5 0,3 60

DEAE Sephadex A-25

Enzymfraktion 1 nach 2 0,1 0,2 0,1 500

Ultrafiltration

Enzymfraktion 2 nach 1 0,2 0,2 0,04 200

Ultrafiltration

Enzymfraktion 3 nach 2,8 1,3 3,6 0,3 83,3

Ultrafiltration

Proteasefraktion 1 nach 2,8%20 nicht nicht 0,2 -

Superdex 200 meBbar| meBbar

Proteasefraktion 2 nach 2,8*55 nicht nicht 0,2 -

Superdex mefBbar| meBbar

Proteasefraktion 1 nach 2,8%1,7 0,3 0,5 0,1 200

Ultrafiltration

Proteasefraktion 2 nach 2,8*1 0,06 0,06 0,1 1667

Ultrafiltration

2,8=Umrechnungsfaktor (3.9.2)
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3.9.4 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Reinheitsiiberpriifung der erhaltenen extrazelluldren Proteasefraktionen im
Verlauf der Isolierung aus B. caldolyticus erfolgte analog der isolierten Protease aus
T. thermophilus HBS mit der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(2.2.8.1). Die drei angereicherten Enzymfraktionen nach der Anionenaustausch-
chromatographie an DEAE Sephadex A-25 wurden in einem Trenngel einer 10 %

Acrylamidkonzentration separat entsprechend ihrer Molmassen aufgetrennt.

In Abbildung 49 ist das Elektropherogramm zu sehen, welches von links nach rechts
einen Proteinmolekulargewichtsstandard, bestehend aus 12 rekombinanten Proteinen
(3.2.9), und die Enzymfraktionen 3, 2 und 1 darstellt. In die Taschen des Sammelgels
wurden 16,6 pg, 9,3 pg und 9,8 pg Protein von Enzymfraktion 3, 2 und 1 eingebracht.
Aus dem Elektropherogramm ist zu entnehmen, dal3 Enzymfraktion 1 (4) eine Bande
bei ~60 kDa zeigt. Enzymfraktion 2 (3) zeigt gleichfalls diese ~60 kDa-Bande und
geringfligige Spuren von Fremdprotein, so dall beide Enzymfraktionen weitgehend
identisch sind. Enzymfraktion 3 (2) unterscheidet sich hingegen wesentlich von den
zuvor genannten. So charakterisieren eine Vielzahl zusitzlicher Proteinbanden das

Trennungsbild.

Somit resultierten nach dem Schritt der Anionenaustauschchromatographie an DEAE
Sephadex A-25 aus 1470 ml enzymhaltigen Mediums von B. caldolyticus 0,2 mg einer
Protease in Reinform, deren molare Masse unter denaturierenden Bedingungen im
Vergleich mit dem Proteinstandard auf ~60 kDa geschitzt wurde. Ferner konnten
weitere 0,2 mg derselben Protease isoliert werden, jedoch mit schwachen

Verunreinigungen (Tabelle 5).

Abbildung 50 zeigt das Elektropherogramm der Auftrennung von Enzymfraktion 3
nach Anionenaustauschchromatographie an Superdex 200 HiLoad 16/60. Von links
nach rechts sind die Proben der angereicherten Proteasenfraktionen 2 (2) und 1 (3) mit

0,14 pg und 0,94 pg Protein im Vergleich mit dem Proteinstandard (3.2.9) dargestellt.
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Proteasefraktion 2 zeigte eine Bande mit einer Molmasse von ~70 kDa und eine
schwichere Bande, welche mit der 60 kDa-Bande identisch sein konnte, wahrend
Proteasefraktion 1 neben dem beschriebenen Bandenmuster noch andere Banden

enthielt.

So kann zusammenfassend gesagt werden, dal mit Hilfe der Gelchromatographie an
Superdex 200 HiLoad 16/60 0,06 mg einer weiteren extrazelluliren Protease, deren
molare Masse unter denaturierenden Bedingungen auf ~70 kDa geschitzt wurde,
gereinigt und weitere 0,5 mg desselben Enzyms angereichert werden konnten

(Tabelle 5).
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Abb.49: Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese der Enzymfraktionen nach
Anionenaustauschchromatographie an DEAE Sephadex A-25. Die isolierten extrazelluldren
Proben aus B. caldolyticus wurden mit demselben Volumen an SDS-Pufferlosung sowie 1/10
Volumen Bromphenolblaulosung gemischt und fiir 10 Minuten gekocht. Die Auftrennung der
Proben erfolgte durch Anlegen einer Stromstdrke von 28 mA in einem 10 % Trenngel. Von
links nach rechts wurden der Proteinstandard (3.2.9) (1), 16,6 ug (2), 9,3 ug (3) und 9,8 ug
(4) Protein der Enzymfraktionen 3, 2 und 1 in das 2,5 % Sammelgel aufgetragen. Die

Proteine wurden mit Coomassie Brillantblau R 250 sichtbar gemacht.
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Abb.50: Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese der Proteasenfraktionen
nach Gelchromatographie an Superdex 200 HiLoad 16/60. Die isolierten extrazelluliren
Proben aus B. caldolyticus wurden mit demselben Volumen an SDS-Pufferlosung sowie 1/10
Volumen Bromphenolblaulosung gemischt und fiir 10 Minuten gekocht. Die Auftrennung der
Proben erfolgte durch Anlegen einer Stromstdrke von 28 mA in einem 10 % Trenngel. Von
den Proteasefraktionen 1 (3) und 2 (2) wurden 0,94 ug bzw. 0,14 ug Protein in das 2,5 %
Sammelgel eingebracht. Von links nach rechts sind die Proteasefraktionen in beschriebener
Reihenfolge und im Vergleich mit dem Proteinstandard (1) zu sehen. Die Proteine wurden mit

der Silberfirbung sichtbar gemacht.
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3.9.5 Nicht-disssoziierende diskontinuierliche Polyacrylamid-

gelelektrophorese

Im nicht-dissoziierenden diskontinuierlichen Trenngel mit einer Acrylamid-
konzentration von 7,5 % und einem pH von 8,8 ergab die Reinheitsiiberpriifung nach
Auftrennung der Enzymfraktion 1 nach Anionenaustauschchromatographie an
DEAE Sephadex A-25 eine diskrete Enzymbande. Die Auftrennung ist dem
Elektropherogramm in Abbildung 51 zu entnehmen. Hierbei wurden 29,4 ng Protein

eingesetzt.

Abb.51: Diskontinuierliche Polyacrylamidgelelektrophorese der angereicherten Enzym-
fraktion 1 nach Anionenaustauschchromatographie an DEAE Sephadex A-25 aus
B. caldolyticus. Die Auftrennung wurde in einem 7,5 % Trenngel pH 8,8 vorgenommen
nachdem 29,4 ug Protein in 30 ul 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 mit 1/10 Volumen 0,2 %
Bromphenolblau gemischt und ins 2,5 % Sammelgel aufgetragen wurden. Die Proteine

wurden mit Coomassie Brillantblau R 250 gefdrbt.
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3.9.6 Groflenbestimmung der extrazelluliren Proteasen mit SDS-

Polyacrylamidgelelektrophorese

Fiir die genauere Bestimmung der molaren Massen der isolierten extrazelluldren
Proteasen aus B. caldolyticus wurde analog 3.4.1 die -elektrophoretische
Wanderungsgeschwindigkeit im Polyacrylamidgel unter denaturierenden Bedingungen

untersucht.

In Abbildung 52 sind die =zuriickgelegten Wanderungsstrecken von zwei
unterschiedlichen Proteinmolekulargewichtsstandards und den isolierten Enzym-
fraktionen 1 wund 2 nach Anionenaustauschchromatographie (B) und
Gelchromatographie (D) dargestellt. Die Auftrennung der Standards und die
Zuordnung der Molmasse nach Firmenangabe ist aus (A) und (C) zu ersehen. Durch
direkten Vergleich der Proteasen mit dem jeweiligen Standard konnten fiir
Enzymfraktion 1 und Enzymfraktion 2 nach Anionenaustauschchromatographie Werte
mit ~60 kDa (B) und fiir Proteasefraktion 2 ein Wert mit ~70 kDa fiir die molaren

Massen abgeschitzt werden (3.9.4).

Die logarithmische Auftragung der molaren Masse der Proteine in Abhédngigkeit von
deren relativer Beweglichkeit erlaubt genauere Bestimmungen wie aus Abbildung 53
und 54 zu ersehen ist. Fiir die 1isolierte Protease nach Anionen-
austauschchromatographie an DEAE Sephadex A-25 wurde eine Wanderungsstrecke
von 1,95 cm gemessen, welcher somit eine Molmasse von 57 kDa zuzuordnen ist
(Abbildung 53). Entsprechend wurde fiir die ~70 kDa-Bande nach
Gelchromatographie an Superdex 200 eine relative Beweglichkeit von 1,65 cm

ermittelt, was einem Wert von 69 kDa entspricht (Abbildung 54).
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Abb.52: Ermittlung der Wanderungsstrecken der Standardproteine und der isolierten
Proteasen aus B. caldolyticus im SDS-PAGE-Trenngel. Der direkte Vergleich mit dem
jeweiligen Standard ermdglicht eine Abschdtzung der molaren Masse der Proteasen. (A) zeigt
die Auftrennung des in B verwendeten Proteinstandards nach Firmenangabe. (B) stellt die
Separierung der Enzymfraktionen 3 (2), 2 (3) und 1 (4) (von links nach rechts) nach
Anionenaustauschchromatographie und des in (A) beschriebenen Proteinstandards (1) im
10 % Trenngel unter denaturierenden Bedingungen dar. (C) zeigt die schematische
Auftrennung des in D eingesetzten Standards. In (D) ist die resultierende Proteasefraktion 2
(1) nach Gelchromatographie an Superdex, welche unter entsprechenden Bedingungen im

Vergleich mit dem Proteinstandard (2) elektrophoretisch aufgetrennt wurde, dargestellt.
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Abb.53: Halblogarithmische Darstellung der molaren Massen der 12 Standardproteine
zwischen 20 und 200 kDa in Abhdngigkeit ihrer Beweglichkeit im 10 % SDS-
Polyacrylamidgel. Uber die ermittelte Wanderungsstrecke von 1,95 der Enzymfiraktionen 1

und 2 nach Anionenaustauschchromatographie konnte die Molmasse zugeordnet werden.
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Abb.54: Halblogarithmische Darstellung der molaren Massen von 11 Standardproteinen
zwischen 30 und 200 kDa in Abhdngigkeit ihrer Beweglichkeit im 10 % SDS-
Polyacrylamidgel. Uber die Wanderungsstrecke von 1,65 cm lief3 sich die entsprechende
Molmasse fiir die nach Gelchromatographie an Superdex identifizierte Proteasefraktion 2

bestimmen.
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3.10 Immunisierung eines Kaninchens mit Antigen aus B.

caldolyticus

3.10.1 Immunisierung

Fiir die Gewinnung polyklonaler Antikorper mit Hilfe des Immunsystems hoéherer
Lebewesen wurde ein Kaninchen gegen die isolierte 69 kDa-Protease aus
B. caldolyticus immunisiert. Unter Verwendung von Freunds komplettem Adjuvans,
das abgetotete Mycobakterien enthilt, sollte sich die Immunantwort verstirken lassen.
Infolge des Olzusatzes wird das Antigen im Korper des Versuchstieres nur sehr
langsam freigesetzt. Durch intensives Mischen des im wéssrigen Puffersystem
geldsten Antigens mit dem Adjuvans entstand eine stabile Ol-Wasser-Emulsion,
welche nach Applikation im Organismus in Form von Tropfchen verteilt wurde. Der
Zusatz von hitzeinaktivierten Mycobakterien bewirkt eine Stimulierung des
Immunsystems und im besonderen die Teilung von T-Lymphocyten sowie die Bildung

von B-Lymphocyten-aktivierenden Faktoren.

Bei der primdren Applikation wurden 50 pg der gereinigten 69 kDa-Protease und
16 pg bei der sekundiren Applikation verabreicht. Die Uberpriifung der
Sekundirantwort erfolgte eine Woche nach der sekundédren Applikation, nachdem 4 ml
Blut aus der Ohrvene des Kaninchens entnommen wurden. So konnte vorweg mit
Hilfe der Immunodiffusionsmethode nach Ouchterlony (2.2.19.2) die Identitit von
Antigen und Antikdrpern im Serum nachgewiesen werden. Dieser Hinweis auf das
Vorhandensein von Antikdrpern fiihrte schlielich zur Entnahme des Gesamtblutes aus
dem Herzmuskel des Kaninchens nach Betdubung und Einschlidferung des Tieres mit
Barbituraten. Bei einem Korpergewicht des Kaninchens von 5 kg wurden 150 ml Blut
entnommen und nach entsprechender Behandlung (2.2.19.1) durch Abtrennung der

roten Blutzellen 98 ml Serum gewonnen.
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3.10.2 Immunodiffusion nach Ouchterlony

Der Nachweis der Antikdrper im Kaninchenserum erfolgte mit Hilfe der
Immunodiffusionsmethode nach Ouchterlony. Hierbei wurde die Prézipitin-Reaktion
des Antigen-Antikorper-Komplexes derart nachgewiesen, indem Antigen-Antikorper-
Aggregate in der Agarose in ihrer Diffusion retardiert werden und als

Prézipitationslinien selbst mit dem Auge wahrnehmbar sind.

In Abbildung 55 ist das Resultat des Immunodiffusionsexperiments dargestellt. Zwei
periphere Locher wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen der antigenhaltigen
Losung befiillt. Das Zentralloch enthielt das antikorperhaltige Kaninchenserum.
Infolge einer konzentrischen Diffusion wurde erwartet, dafl die Prazipitinbande an der
Stelle des Agarosegels erscheint, an welcher Antigen und Antikorper
aufeinandertreffen. Da das System das Antigen in benachbarteten Lochern enthielt,
bildete sich eine bogenartige Prézipitinlinie nahe des Zentralloches aus. Aufgrund des
Konzentrationsunterschiedes war die Prazipitinlinie der konzentrierteren Probe stérker
ausgepragt. Die Reaktion war nach viertdgiger Inkubation bei Raumtemperatur

vollstindig abgeschlossen und zeigte vollige Identitidt von Antigen und Antikorper.

Insgesamt waren die Prézipitinlinien eher schwach ausgeprdgt, was auf einen
niedrigen Antikorpertiter des Kaninchenserums schlieBen lie. Die Linien wurden
daher mit Coomassie Brillantblau G 250 (2.2.19.2) zur besseren Sichtbarmachung
gefarbt (A). In (B) ist das ungefarbte Agarosegel zu sehen. Die blaue Farbung kam

durch Lichteinfall wihrend des Photographierens zustande.
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Abb.55: Immunodiffusion nach Ouchterlony. Die Prdzipitin-Reaktion erfolgte in 1,4 %
Agarose in phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlosung (PBS) pH 7,4. Das
Zentralloch wurde mit 220 ul Kaninchenserum, mit einem Proteingehalt von 7,1 mg, befiillt.
Zwei benachbarte periphere Lécher enthielten jeweils 70 ul der angereicherten
Enzymfraktion 3 nach Anionenaustauschchromatographie an DEAE Sephadex A-25 mit einem
Proteingehalt von 1,29 mg (A1) bzw. 0,58 mg (A2). Die Agaroseplatten wurden iiber einen
Zeitraum von mehreren Tagen bei Raumtemperatur inkubiert, getrocknet und im Anschluf3
daran mit Coomassie Brillantblau G 250 gefdrbt. (B) zeigt dasselbe Agarosegel ungefirbt in

verdnderten Kontrast- und Helligkeitsstufen.

3.10.3 Antigen-Antikorperreaktion in Losung

Die Prazipitin-Reaktion in Losung fiihrt bei konstanter Enzymmenge und variabler
Antikorpermenge zu einer Verminderung der Enzymaktivitit. Um sicher zu gehen, daf3
tatséchlich die spezifische Antigen-Antikdrper-Reaktion fiir den Aktivititsverlust des
Enzyms verantwortlich ist, und nicht etwa Inhibitoren im Serum, wurde das
Experiment mit der gereinigten IgG-Fraktion ausgefiihrt. Auch wurden die
angereicherte Enzymfraktion und die IgG-Fraktion fiir 30 Minuten vorinkubiert. Das
Resultat ist in Abbildung 56 dargestellt. Es ist erkennbar, daB3 eine schrittweise

Verminderung der Enzymaktivitit eintrat. So verblieben nach 30-miniitiger
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Vorinkubation und bei der hochsten Antikdrperkonzentration noch 56 % der

urspriinglichen Enzymaktivitét.

RAU (Testansatz)
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Abb.56: Antigen-Antikorper-Reaktion bei konstanter Antigenmenge aus B. caldolyticus und
steigenden 1gG-Konzentrationen. Fiir den Enzymtest wurden jeweils 70 ul des angereicherten
Enzyms der Fraktion 3 nach Anionenaustauschchromatographie an DEAE Sephadex A-25 mit
einem Proteingehalt von 100 ug und steigende IgG-Mengen (50-400 ug) iiber einen Zeitraum

von 30 Minuten vorinkubiert, und anschlieffend die Aktivitdt nach Anson (2.2.9.1) bestimmt.

3.11 Antikorperreinigung

Das Ziel der Antikorperreinigung bestand darin, Antikorper zu konzentrieren und
Fremdproteinkomponenten mit nachfolgend beschriebenen Methoden abzutrennen.
Die angewandten Methoden basierten im wesentlichen auf den géingigen
Eigenschaften der Proteine, wie z.B. Ladungseffekten, Hydrophobizitit und Grof3e,
welche natiirlich auch auf Immunglobuline zutreffen. Da die Abtrennung von
Antikérpern  mit  einer  spezifischen  Determinante  vom  polyklonalen
Antikorpergemisch duflerst schwierig ist sollten alle vorliegenden Antikorper

angereichert werden.
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3.11.1 Ammoniumsulfat-Fraktionierung

Die Abtrennung von Serumalbumin und Lipidkomponenten wurde mit Hilfe der
Ammoniumsulfatprizipitation als erstem Schritt vorgenommen. Das Resultat der
Ammoniumsulfat-Fraktionierung (2.2.20.1) war somit eine Verringerung des
Proteingehalts im Serum um 89,9 %, was groftenteils auf die Abtrennung des
Albumins zuriickzufithren ist. Somit verblieben von 12 ml des eingesetzten
Kaninchenserums mit einem Proteingehalt von 678,4 mg schlieBlich 68,4 mg. Dieses
Ergebnis wurde zusdtzlich mit SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese durch

Identifizierung der einzelnen Komponenten im Gel bestétigt.

Abbildung 57 dokumentiert den Sachverhalt. Im Vergleich mit dem Proteinstandard ist
hier sowohl die Auftrennung des Serums als auch der erhaltenen Proteinfraktion nach
erfolgter Ammoniumsulfatprézipitation dargestellt. Deutlich tritt die Bande des
Albumins im Serum bei 69 kDa in den Vordergrund, wéhrend diese nach der
Féllungsreaktion gédnzlich verschwindet. Statt dessen tritt nun die 50 kDa-Bande zum
Vorschein, welche mit der reduzierten Form der schweren Kette der IgG-Fraktion
identisch ist. Zusitzlich sind die reduzierten leichten Ketten der IgG-Fraktion in

schwicherer Form bei 25 kDa zu erkennen.
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Abb.57: Elektrophoretische Auftrennung des Kaninchenserums und der resultierenden
Immunglobulinfraktion nach Ammoniumsulfatprdzipitation. Von links nach rechts wurden der
Proteinstandard (3.2.9) (1), 0,8 ug des gelésten Prdzipitats (2) und 1,4 ug Protein des Serums

(3) entsprechend ihrer Molmassen, aufgetrennt. Die Visualisierung der Banden erfolgte mit

Silberfdrbung.

3.11.2 Hydrophobe Interaktionschromatographie an Phenyl-
sepharose CL-4B

Als weitere Methode bot sich, gerade im AnschluB an die Ammoniumsulfat-
Fraktionierung, eine hydrophobe Interaktionschromatographie an. Die Griinde dafiir
waren der vorausgehende Salzschritt einerseits und die Hydrophobizitit der
Immunglobuline andererseits. Die Elution der Proteine mit Hilfe -eines
Ammoniumsulfatsalzgradienten ist in Abbildung 58 iiber der Auftragung der
Absorption bei 280 nm in Abhédngigkeit der gesammelten Fraktionen dargestellt. Die
Fraktionen mit der hochsten Absorption bei 280 nm wurden vereinigt. Es resultierten
die Immunglobulinfraktionen 1 (1-27), 2 (28-60), 3 (61-72) und 4 (73-120) mit den
Volumina von 0,4, 3, 2,7 und 2 ml nach Einengung an einer YM 3-Membran (2.2.6.1).

Der jeweilige Proteingehalt wurde zu 3,4, 43, 4 bzw. 2,7 mg bestimmt.
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Eine eingehendere  Uberpriifung des Reinheitsgrads der  gewonnenen
Immunglobulinfraktionen wurde mit SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (2.2.8.1)
vorgenommen. Das erzielte Resultat ist aus Abbildung 59 zu ersehen. Die
Immunglobulinfraktionen 2-4 zeigen im Vergleich mit dem Proteinstandard (3.2.9)
eine stark angereicherte reduzierte schwere Kette bei 50 kDa. Etwas unschérfer 1af3t
sich die reduzierte leichte Kette unter der 30 kDa-Marke (25 kDa) erahnen. Insgesamt
sind die genannten Fraktionen 2-4 weitgehend identisch, wéahrend die erste Immun-
globulinfraktion das Protein reprisentiert, das nicht liber Wechselwirkungen mit dem
Sdulenmaterial interagierte. Auffallend sind zusitzliche Banden im Bereich zwischen
70-200 kDa. Aus diesem Grund wurden die weitgehend identischen
Immunglobulinfraktionen 2-4 mit einem Proteingehalt von 49,7 mg zusammengefal3t

und Immunglobulinfraktion 1 abgetrennt.

A 280 nm

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Fraktionen

Abb.58:  Hydrophobe Interaktionschromatographie an Phenylsepharose CL-4B  zur
Unterstiitzung einer Reinigung der Antikérper gegen die isolierte extrazelluldire 69 kDa-
Protease aus B. caldolyticus. Die Aquilibrierung des Gelmaterials wurde mit 1 M
Ammoniumsulfat in 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 vorgenommen. 3,9 ml der nach
Ammoniumsulfatprdzipitation erhaltenen Probe mit einem Proteingehalt von 68,4 mg wurden
gleichfalls mit Ammoniumsulfat bis zur Einstellung derselben Konzentration behandelt und
aufgetragen. Zur FElution wurde ein 1-0 M Ammoniumsulfatsalzgradient in 10 mM
Kaliumphosphat pH 7,5 eingesetzt und mit 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 nach
Gradientenende weitergespiilt. Es wurden 120 Fraktionen zu jeweils 1,5 ml mit einer Flufsrate
von 1 ml/min gesammelt. Die Immunglobulinbande lief3 sich spektroskopisch iiber die

Absorption bei 280 nm bestimmen.
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Abb.59: Elektrophoretische Auftrennung der nach hydrophober Interaktionschromatographie
erhaltenen Immunglobulinfraktionen im SDS-Polyacrylamidgel. Von links nach rechts wurden
die Immunglobulinfraktionen 1-4 mit 1,4 ug (1), 0,7 ug (2), 0,8 ug (3) und 0,8 ug (4) Protein
und der Proteinstandard (3.2.9) (5) aufgetragen. Die Proteine wurden mit Silberfdrbung

sichtbar gemacht.

3.11.3 Gelchromatographie an Superdex 200 HiL.oad 16/60

Als letztem Schritt im Rahmen der Immunglobulin G-Isolierung wurde schlieBlich
nach MolekiilgroBe separiert. Abbildung 60 zeigt den chromatographischen Lauf,
aufgetragen als Absorption bei 280 nm {iber den gesammelten Fraktionen. Hieraus ist
deutlich ein Absorptionsmaximum bei den Fraktionen 24-31 zu erkennen, ferner eine
davor liegende kleinere Bande im Bereich der Fraktionen 16-23, welche separat
vereinigt wurden. Nach Konzentrierung an einer YM3-Membran (2.2.6.1) resultierten
von insgesamt 49,7 mg (14,3 mg) eingesetztem Protein zwei Fraktionen mit 4,7 mg
(1,3 mg) bzw. 23,2 mg (6,7 mg) Protein, wobei pro Lauf nicht mehr als 14,3 mg

Protein auf die Séaule gegeben wurde.

In Abbildung 61 ist die elektrophoretische Auftrennung dieser beiden Fraktionen im
SDS-Polyacrylamidgel dargestellt. Fraktion 2 zeigt in stark angereicherter Form bei
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50 kDa die reduzierte schwere Kette von IgG. Zusétzlich ist zwischen 20 und 30 kDa
die reduzierte leichte Kette als angereicherte Bande, allerdings unscharf, zu erkennen.
Bei 69 kDa sind noch geringe Spuren des Serumalbumins als einziger
Fremdproteinbande zu erkennen. Fraktion 1 wies neben geringen Mengen der
genannten Komponenten der IgG-Fraktion Verunreinigungen im oberen Bereich

(70-200 kDa) auf, welche somit erfolgreich abgetrennt werden konnten.

In Tabelle 6 sind die nach Bradford (2.2.7.1) ermittelten Proteinwerte aller

beschriebenen Reinigungsschritte als gesamtheitliche Ubersicht dargestellt.
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Abb.60: Reinigung der Immunglobulin G-Fraktion an Superdex 200 HiLoad 16/60. Als
mobile Phase wurde 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 eingesetzt. Fiir den Sdulenlauf konnten
maximal 14,3 mg Protein des vorausgegangenen hydrophoben Chromatographieschrittes
aufgetragen werden. Es wurden 80 Fraktionen mit einer Flufrate von 0,5 ml/min gesammelt.

Die Detektion der Banden erfolgte iiber die Absorption bei 280 nm.
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Abb.61: Elektrophoretische Trennung der nach Superdex 200 HiLoad 16/60-Sdule erhaltenen

Immunglobulin-Fraktionen im SDS-Polyacrylamidgel.
Fraktionen 2(1) bzw. 1 (2) mit 0,8 ug bzw. 0,7 ug Protein im Vergleich mit dem
Proteinstandard (3.2.9) (3) dargestellt. Die Proteine wurden mit Silberfirbung visualisiert.

Von links nach rechts sind die

Tab.6: Ubersicht der Reinigung von Antikorpern der IgG-Klasse aus Kaninchenserum.

Reinigungsmethode Volumen Protein Gesamtprotein

[ml] [mg/ml] [mg]
Serum 12,0 56,5 678,4
Ammoniumsulfatprizipitation 39 15,9 68,4
Hydrophobe Interaktions- 7,7 6,5 49,7
chromatographie
Gelchromatographie 2,0 11,6 23,2
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3.12 Immunoreinigung

Die isolierten polyklonalen Antikorper konnten verwendet werden, die als Antigen
eingesetzte extrazelluldre Protease aus B. caldolyticus mit Hilfe der Affinitits-
chromatographie hochspezifisch zu binden und zu reinigen. Nach Immobilisierung der
Antikorper an eine pradaktivierte Matrix war die Moglichkeit gegeben, die 69 kDa-
Protease nach Inkubation im zellfreien Medium und nach einer Vorreinigung zu

binden.

3.12.1 Immobilisierung von Antikorpern an CNBr-aktivierter

Sepharose 4B

Fiir die Kopplung der Antikorper an CNBr-aktivierte Sepharose 4B wurden 2 ml der
erhaltenen Immunglobulin-Fraktion nach hydrophober Interaktionschromatographie an
Phenylsepharose CL-4B mit einem Proteingehalt von 27,6 mg mit 4 ml gequollenem
Gelmaterial fiir 25 Stunden bei 4°C inkubiert. Die Uberpriifung der Kopplung von
Antikorpern an die priaktivierte Matrix mit Hilfe der Methode nach Bradford (2.2.7.1)
zeigte, dafl nach einer 18stiindigen Inkubation 64,5 % des anfdnglich vorliegenden
Proteins gebunden war. Nach weiteren 7 Stunden Inkubationsdauer der Gel-
Antikorpermischung waren 76,7 % Protein immobilisiert, so dafl keine weitere

Inkubation erfolgte.

3.12.2 Affinitatschromatographie

Die hochspezifische Bindung des Proteins an das Sédulenmaterial erfolgte durch
Inkubation des Affinitdtstragers in proteasehaltigem zellfreien Medium {iiber einen
Zeitraum von 20 Stunden bei RT. Die Abtrennung des Proteins vom kovalent

gebundenen Antikorper wurde in einer Kunststoffsidule ausgefiihrt. Infolge der relativ
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starken Bindungskréfte wurde die Elution des Antigens mit 0,5 M Natriumchlorid in

0,1 M Natriumacetat pH 3,5 vorgenommen.

Aus Abbildung 62 ist das erzielte Resultat der Immunoaffinititschromatographie nach
dem Batchverfahren zu ersehen. Die direkte Inkubation des Affinititstragers im
zellfreien Medium als alleinigem Arbeitsschritt sollte alle bis dahin bendtigten
Arbeitsschritte hinfiallig machen. Die Auftragung der Absorption bei 280 nm {iber den
gesammelten Fraktionen 14Bt zwei Banden erkennen, welche deutlich voneinander
trennbar sind. Da es prinzipiell nicht auszuschlieBen ist, dal auch unspezifische
Bindungen an das Tragermaterial zustande kommen konnen, wurde eine zusétzliche
Uberpriifung der Banden im SDS-Polyacrylamidgel ausgefiihrt. So wurden die
Fraktionen mit der hochsten Absorption bei 280 nm vereinigt und untersucht. Es
resultierten zwei Antigenfraktionen: Fraktion 3 und die vereinigten Fraktionen 8-15
mit einem Proteingehalt von 83 pg bzw. 20 pg. Der ermittelte Durchschnitt nach

mehreren Sdulenldufen betrug 37,7 ng (16-60 pg) fiir Antigenfraktion 2.

Das Ergebnis der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese ist in Abbildung 63
dargestellt. So sind nach Auftrennung von Antigenfraktion 1 (3) die 69 kDa-Protease
sowie leichte Verunreinigungen im niedermolekularen Bereich erkennbar.
Antigenfraktion 2 (2) hingegen reprisentiert, neben Spuren im 60 kDa-Bereich, die
gesuchte 69 kDa-Proteasebande.

Das entsprechende Ergebnis der Immunoaffinitdtschromatographie mit einer bereits
vorgereinigten Probe, der Enzymfraktion 3 nach Anionenaustauschchromatographie an
DEAE Sephadex A-25 mit einem Proteingehalt von 1 mg ist in Abbildung 64
dargestellt. Ein wesentlicher Unterschied lag jedoch darin, daB3 die Enzymprobe in
einem geschlossenen System, iiber einen Zeitraum von 4 Stunden, mit Hilfe einer
Pumpe iiber die Séaule geschickt wurde und somit eine kiirzere Reaktionszeit vorlag,
was mit den deutlich erzielten geringeren Proteinmengen iibereinstimmte. So wurden

die Fraktionen 2-5 bzw. 6-16 als Antigenfraktion 1 (2) bzw. 2 (3) vereinigt. Der
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Proteingehalt wurde nach Bradford zu 23 pg bzw. 10 pg bestimmt. In Abbildung 65 ist
die entsprechende Auftrennung in der SDS-PAGE dargestellt.
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Abb.62: Immunoaffinitdtschromatographie an CNBr-aktivierter Sepharose 4B nach dem
Batchverfahren. 6 ml der mit JgG besetzten Matrix wurden in 30 ml Medium iiber einen
Zeitraum von 20 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieffend in eine
Kunststoffsdule gegeben. Es folgte ein Waschschritt mit mehreren Gelbettvolumina 10 mM
Kaliumphosphat pH 7,5 fiir mehrere Stunden. Die Elution der 69 kDa-Protease wurde mit
0,5 M Natriumchlorid in 0,1 M Natriumacetat pH 3,5 vorgenommen. Es folgte die Sammlung
von 50 Fraktionen zu jeweils 0,8 ml mit einer Fliefpgeschwindigkeit von I ml/min. Die

Einstellung des pH auf 7,5 wurde mit I M NaOH vorgenommen.



Ergebnisse 151

100 kDa —p

50 kDa

40 kDa :[:

Abb.63: SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Immunoaffinititschromatographie mit
dem Batchverfahren. Von links nach rechts wurde die Auftrennung des Proteinstandards
(3.2.9) (1), von Antigenfraktion 2 (2) und 1 (3) mit 0,7 ug und 1,6 ug Protein im SDS-
Polyacrylamidgel dargestellt. Die Proteine wurden mit Silberfdrbung sichtbar gemacht.
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Abb.64: Immunoaffinititschromatographie an CNBr-aktivierter Sepharose 4B mit
vorgereinigter Enzymprobe. Es wurden 730 ul der Enzymfraktion 3 nach Anionenaustausch-
chromatographie an DEAE Sephadex A-25 mit einem Proteingehalt von 1 mg auf die Sdule
gegeben. Zuvor erfolgte die Aquilibrierung des Affinititstrigers (6 ml) mit 10 mM
Kaliumphosphat pH 7,5 in einer Kunststoffsdule. Um eine bestmogliche Bindung des Antigens
an den Liganden zu erreichen, wurde die angereicherte Enzymprobe in einem geschlossenen
System mit Hilfe einer Pumpe tiber einen Zeitraum von 4 Stunden iiber die Sdule geschickt.
Die Elution wurde mit 0,5 M Natriumchlorid in 0,1 M Natriumacetat pH 3,5 vorgenommen
und 50 Fraktionen zu jeweils 0,8 ml mit einer Fliefsggeschwindigkeit von 1ml/min gesammelt.

Im Anschluf3 daran wurde der pH mit | M NaOH auf 7,5 eingestellt.
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Abb.65: SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Immunoaffinititschromatographie mit
einer vorgereinigten Enzymfraktion 3 nach Anionenaustauschchromatographie an DEAE
Sephadex A-25. Von links nach rechts wurde die Auftrennung der Antigenfraktionen 2 (1) und
1 (2) mit einem Proteingehalt von 0,7 ug bzw. 1,2 ug im SDS-Polyacrylamidgel sowie der
Proteinstandard (3.2.9) (3) dargestellt. Die Proteine wurden mit Silberfdrbung sichtbar

gemacht.
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, thermophile stabile intra- und extrazelluldre
Proteasen aus den thermophilen Bakterienstimmen 7. thermophilus HBS und
B. caldolyticus zu isolieren und zu charakterisieren. Die Reindarstellung der Proteasen

sollte mit gédngigen und moglichst einfachen Methoden erfolgen.

4.1 Reinigungsverfahren fiir intrazellulire Proteasen aus

T. thermophilus HBS8

Insgesamt ist die Reindarstellung einer intrazelluliren Protease und die Anreicherung
einer weiteren intrazelluldren proteolytischen Aktivitit aus 7. thermophilus HBS unter
den beschriebenen Bedingungen gelungen. Allerdings mufBiten im Laufe dieses
Reinigungsverfahrens doch betrachtliche Aktivititsverluste in Abhidngigkeit von den
angewandten Methoden in Kauf genommen werden, was an dieser Stelle mit

methodischen Verbesserungen diskutiert werden soll.

Der Zellaufschlul war offensichtlich erfolgreich, da proteolytische Aktivititen im
Enzymrohextrakt gut nachweisbar waren. Hingegen trat bei der Streptomycin-
sulfatfillung ein erster hoher Aktivititsverlust von 20,9 % der vorliegenden
Gesamtaktivitit auf. Eine mogliche Erkldrung fiir diesen Verlust ist wohl darin zu
sehen, daB die Fillung zur Abtrennung von Nucleinsduren direkt am sehr
konzentrierten Enzymrohextrakt vorgenommen wurde und eine Vielzahl von
Proteinen mitgerissen wurden. Als alternative Methode zur hochspezifischen
Entfernung von Nucleinsduren wére die Behandlung des Enzymrohextrakts mit

Desoxyribonuclease zu nennen.
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Die zweite Ursache fiir hohe Aktivititsverluste war in der Ultrafiltration bzw. in der
PorengrofBe der verwendeten Membranen zu sehen. So gingen unter Verwendung der
PM 30-Membran mit einer Ausschlu3grenze von 30 kDa fiir globuldre Proteine in
Abhéangigkeit von der Viskositit bzw. dem Proteingehalt der zu konzentrierenden
Losung Verluste von 20-67 % bezogen auf die jeweils vorliegenden Aktivititen
einher. Der FEinsatz von Membranen kleinerer Porengréfen wie z.B. 10 kDa
oder 3 kDa kann mit Sicherheit Verbesserungen bringen, jedoch auf Kosten der
Verweildauer der oft hochviskosen Losungen in der Ultrafiltrationseinheit. Eine
fraktionierende Ultrafiltration unter Verwendung verschiedener Membranen mit

zunehmend kleineren Poren im Verlauf der Reinigung wire zu iiberlegen.

Mit Hilfe der Ionenaustauschchromatographie an DES2-Cellulose konnten zwei
proteolytische Aktivititen ohne Verlust getrennt werden. Es resultierte eine gleich zu
Beginn auftretende Bande, welche nicht vom Anionenaustauschermaterial retardiert
wurde, und eine zweite Bande, die mit der hochsten Salzkonzentration eluiert wurde.
Von der vorliegenden proteolytischen Gesamtaktivitit kamen 1,5 mAU dieser ersten
Proteasebande zu, wihrend Bande 2 5,6 mAU in sich vereinigte, was dem 3,7 fachen
entspricht. Der Entschlu3 zur vollstindigen Reindarstellung der ersten Proteasebande
war zundchst dadurch begriindet, dal im Vergleich eine geringere Anzahl an
Fremdproteinbanden nach SDS-PAGE vorlagen, was ein schnelleres und
unkomplizierteres weiteres Verfahren in Aussicht stellte. Proteasebande 2 war fiir eine

spétere Reinigung vorgesehen.

Die Abtrennung eines Grofteils an Fremdprotein mittels Gelchromatographie an
Sepharose CL-6B gelang ohne Aktivititsverluste. In Anlehnung an die weitere
chromatographische Analyse der vereinigten aktiven Fraktionen an TSK G 3000 SW
fand sich lediglich im hinteren Bereich (Bande 3) Fremdprotein ohne proteolytische
Aktivitdt. Auch war es mit diesem Schritt moglich, einen bedeutenden Anteil der

gelben Carotinoidfraktion abzutrennen.
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Mit Hilfe des Denaturierungs- und Renaturierungsversuches konnte gezeigt werden,
daBB unter den beschriebenen nicht-physiologischen Bedingungen und ohne
Verwendung jeglicher Hilfssysteme eine Aktivitit von 5 %, bezogen auf die
Ausgangsaktivitit der Probe nach Gelchromatographie zuriickgewonnen werden
konnte. Ferner lag die renaturierte Proteasefraktion somit in Reinform vor. Unter
physiologischen Bedingungen erfolgt die spontane Riickfaltung in der Regel zu einem
hohen Prozentsatz. Somit wire es durchaus denkbar, da3 ein Zusatz von isolierten
Chaperonen aus 7. thermophilus HBS die korrekte Faltung in-vitro begiinstigt. Auch
konnte ein Zusatz der Protein-Disulfidisomerase, welche Disulfidaustauschreaktionen

katalysiert, zu hoheren Riickfaltungsraten beitragen.

Die alternative Methode zur Gewinnung einer reinen proteolytisch aktiven
Enzymfraktion unter nicht denaturierenden Bedingungen wurde mit der Saccharose-
Dichtegradienten-Zentrifugation erreicht. Hier fand sich proteolytische Aktivitit auf
mehrere Fraktionen iiber den kompleten Fraktionierungsbereich verteilt. Eine
mogliche Erklarung fiir dieses Verhalten konnte eine Aggregation der
Proteasemolekiile  untereinander bzw. mit anderen Molekiilen aufgrund
ungewdhnlicher  Ladungsverhiltnisse  sein. Nach  Zusammenfassung  von
Enzymfraktion 1 und 2 ldge allerdings gegeniiber der gewonnenen Proteinmenge nach

dem Denaturierungs- und Renaturierungsversuch die 23fache Enzymmenge vor.

Zusitzlich wurde ein ungewdhnliches Laufverhalten der Molekiile bei der
diskontinuierlichen = Polyacrylamidelektrophorese unter nativen Bedingungen
wahrgenommen. So wanderte ein Grofteil des aufgetragenen Proteins nicht in das
Trenngel, was auf ungewoOhnliche Ladungszustinde oder aber ungewohnliche
Molmassen der Molekiile schlieBen 1ldft. Die Kombination beider Effekte wire

wiederum die Aggregatbildung.
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4.2 Optimierung des Aktivititstests

Die Untersuchung der katalytischen Aktivitdt der Protease aus 7. thermophilus HBS
mit Hilfe unterschiedlicher synthetischer Substrate zeigte, daB3 lediglich die dufBerst
sensitiven 7-Amino-4-methyl-cumarine in Verbindung mit dem aromatischen
Aminoséurerest Phenylalanin umgesetzt wurden. Die Losung der fiir das Testsystem in
Frage kommenden Substrate Glutaryl-Phe-AMC und Ala-Ala-Phe-AMC war im

beschriebenen Kaliumphosphatsystem mit 0,03 % Tritonzusatz erfolgreich.

Unter Einbeziehung der gewonnenen kinetischen Daten, wie z.B. Inkubationsdauer,
Temperaturoptimum, pH-Optimum und Michaelis-Konstante, sollten Reaktions-
geschwindigkeiten nun maximiert werden kénnen. So wurden mit dem Substrat
Ala-Ala-Phe-AMC Aktivititsmaxima bei ~90°C und einem pH-Wert bei 8 unter

sdttigenden Bedingungen, d.h. bei einer Substratkonzentration von 400 uM bestimmt.

Ferner sollten die Inkubationszeitrdume unter Einsatz hoherer Substratkonzentrationen
nicht zu lange gewdhlt werden, da zu hohe Produktkonzentrationen
Fluoreszenzléschungen herbeifilhren. Ein Vergleich der beiden Substrate
Glutaryl-Phe-AMC und Ala-Ala-Phe-AMC zeigte, dall bei gleich gewihlter
Substratkonzentration (150 uM) sich die Fluoreszenzloschung mit Glutaryl-Phe-AMC
schon nach 30 miniitiger Inkubationsdauer einstellte. Hingegen wurde eine
kontinuierliche Zunahme der relativen Fluoreszenz iiber einen Inkubationszeitraum

von 2 Stunden unter Verwendung von Ala-Ala-Phe-AMC beobachtet.
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4.3 Untersuchungen zur Spezifikation der isolierten

Protease

Der vergleichende Verdau des Pentapeptids Glu-Gly-Tyr-Ala-Lys durch
Chymotrypsin und die isolierte Protease aus 7. thermophilus HBS und die
anschlieBende Auftrennung der Hydrolyseprodukte an einer RP-Sdule waren
erfolgreich. Die bevorzugte Hydrolyse der Sdureamidbindung unter Beteiligung

aromatischer Aminoséurereste zeigte chymotrypsinédhnliche Spezifitit.

Der spezifische Serinproteaseinhibitor 4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid-
hydrochlorid bewirkte eine vollstindige Hemmung der Protease bei einer

Konzentration von 4 uM, was eindeutig auf eine Serinprotease hinweist.

Der Inhibitor stellt eine sichere, stabile und wasserlosliche Alternative zu
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) und Diisopropylfluorophosphat dar. So ist bei
pH 7-7,5 keine Hydrolyse und bei pH 8 nur schwache Hydrolyse dieses Inhibitors im
wilrigen System zu erwarten, was fiir PMSF nicht zutrifft. 100 uM PMSF zerfillt in
wialriger Losung bei pH 8 und 25°C schon innerhalb einer Stunde vollstindig
(James, 1978). Auch wird die Verbindung gegeniiber dem neurotoxischen
Diisopropylfluorophosphat, welches Serin im aktiven Zentrum der Acetylcholin-

esterase blockiert, als unproblematisch beschrieben.

4.4 Groflenbestimmung

Die Versuche zur Groflenbestimmung der isolierten Protease aus 7. thermophilus HBS
mit unterschiedlichen Methoden erbrachten kein einheitliches Ergebnis. Mit SDS-
PAGE konnte eine Bande der molaren Masse von 67 kDa identifiziert werden. Fiir das

native Enzym wurde im Vergleich mit den verwendeten Standards Katalase aus
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Rinderleber, Fumarase aus Schweineherz, Lactat-Dehydrogenase aus Schweineherz
und a-Amylase aus B. subtilis mit Hilfe der Gelchromatographie an Sepharose CL-6B
hingegen eine Molmasse von ~194 kDa ermittelt, was auf ein homotrimeres Molekiil
schlieBen lieBe. Durch kovalente Quervernetzung mit Dimethylsuberimidat und
anschlieBendem SDS-PAGE konnte jedoch kein Hinweis auf Aggregation gefunden
werden, wo hingegen die fehlende Trennung bei der Ultrazentrifugation wiederum
unspezifische Aggregation nahe legte, die moglicherweise in den Querver-
netzungsexperimenten nicht zu definierten Banden fiihrt. Als weitere Griinde konnen
Faktoren, wie z.B. die Funktionalitit und ausreichende Spacerlinge des
Quervernetzers, das Vorhandensein der fiir die Quervernetzung relevanten
funktionellen Gruppen, sowie Faktoren, welche das typische Wanderungsverhalten des

Proteins wihrend des Saulenlaufs verfalschen konnen, in Betracht gezogen werden.

Die Uberpriifung des Quervernetzers Dimethylsuberimidat auf Funktionalitit
erbrachte in Untersuchungen mit zwei Standardenzymen, Katalase aus Rinderleber
und Lactat-Dehydrogenase aus Schweineherz, folgende Ergebnisse. Am Beispiel der
Katalase aus Rinderleber, bestehend aus vier identischen Untereinheiten mit 60 kDa
konnte gezeigt werden, daBl das Reagenz prinzipiell funktionsfdhig ist. So war
die 60 kDa-Bande zum Zeitpunkt O als die am stirksten ausgeprigte Bande zu
erkennen. Nach maximal 30 Minuten Reaktionszeit mit dem Quervernetzer war
eine weniger stark ausgeprigte, aber doch intensive Bande bei 120 kDa, welche der
doppelten Molmasse der Untereinheit entspricht, deutlich zu erkennen. Zusétzlich
waren in noch schwécherer Form eine Bande bei 180 kDa und nicht exakt zuordenbare
Banden mit Molmassen grofler als 200 kDa, die dem drei- bzw. vierfachen der
Untereinheit entsprechen, zu beobachten. Die Vernetzung der vier identischen
Untereinheiten der Lactat- Dehydrogenase mit Dimethylsuberimidat sollte
gleichermaflen moglich sein (Hajdu et al,, 1976). Im Versuch war nach einer
maximalen Reaktionszeit von 30 Minuten deutlich eine Bande bei 70 kDa und Spuren
der 140 kDa-Bande erkennbar. Da das Trimer generell schwicher ausgebildet wird

(Hajdu et al., 1976) kann davon ausgegangen werden, dafl das Reagenz vollkommen
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funktionsfdhig, die eingesetzte Proteinmenge (0,14 mg/ml) zu gering und die

Reaktionszeit (30 Minuten) eventuell zu kurz gewdhlt war.

Als Argument verbleibt die Spacerlinge und damit die Frage, ob der Quervernetzer
lang genug war, die erforderliche Distanz zu iiberspannen und die Frage nach dem

Vorhandensein geeigneter funktioneller Gruppen im Protein.

Als Griinde dafiir, welche das typische Wanderungsverhalten des Proteins beim
Sdulenlauf verfdlschen konnen, sind Abweichungen von der globuldren Proteinform
und Aggregatbildung zu nennen. So konnte das Vorliegen eines durch
Zuckerkomponenten modifizierten Proteins nachweislich ausgeschlossen werden. Eine
mogliche intermolekulare Aggregatbildung sollte auch an dieser Stelle nicht aufler

Acht gelassen werden.

4.5 Sequenzanalyse nach Edman und mit Massen-

spektrometrie

Die Kenntnis der Aminosdureabfolge von N-terminaler Sequenz und internen
Teilsequenzen sollten zur Identifizierung der isolierten Protease aus 7. thermophilus
HBS durch Vergleich mit bekannten Proteinsequenzen in zuginglichen Datenbanken
herangezogen werden. Zusitzlich konnen die Sequenzen zur Herstellung von
Gensonden z.B. in Form chemisch synthetisierter Oligonucleotide dienen, welche mit
den komplementdren Genabschnitten der isolierten DNA hybridisieren. Die
Auffindung des Gens, welches fiir die Protease codiert und damit verbundene
Klonierungsversuche des Gens sollten damit mdglich sein. Mit der nach SiiBmuth et
al. (1987) beschriebenen Methode zur Isolierung genomischer DNA konnten aus 1,1 g
Zellen von T. thermophilus HBS8 3,79 mg DNA mit hohem Reinheitsgrad problemlos

isoliert werden.
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Fiir die N-terminale Sequenzanalyse nach Edman wurde die 67 kDa-Bande aus dem
SDS-PAGE-Gel an eine PVDF-Membran transferiert. Der Transfer, basierend auf dem
Tank-Blotting-System nach Towbin et al. (1979) war nach 4-5 Stunden vollstdandig, so
daB alles Protein iiber hydrophobe Wechselwirkungen an die Membran gebunden war.
Die transferierte 67 kDa-Bande wurde aus der Membran pripariert und der

automatischen Analyse im Sequenator unterzogen. Die Auftrennung der
PTH-Aminosduren an einer HPLC-Cg-Sdule (2,1:250 mm) war erfolgreich.

Insgesamt konnten von 20 Aminosdurenpositionen 18 exakt bestimmt werden, und

lediglich fiir zwei Positionen wurde kein eindeutiges Signal erhalten.

Der Vergleich dieser N-terminalen Sequenz mit bekannten Sequenzen in mehreren
Datenbanken wie Swissprot, Prosite etc. ergab, dal derzeit noch keine thermophile
Proteinsequenz mit vollig identischer oder homologer Aminosaureabfolge vorliegt.
Dies weist mit hoher Wahrscheinlichkeit darauf hin, dal} es sich bei der isolierten und

gereinigten Protease um eine unbekannte Protease des Stammes 7. thermophilus HBS

handelt.

Die Bestimmung interner Teilsequenzen erfolgte mit dem LC-MS/MS-Experiment.
Hierzu wurde die 67 kDa-Bande einem tryptischen Gelverdau unterworfen. Die

Peptidauftrennung gelang an einer RP-Kapillarsdule TSK-Gel Super-ODS
(120 mm=300 um), was einen effizienten Gelverdau bestdtigte. Die Auswertung der

mit Hilfe der Tandem-Massenspektrometrie erhaltenen internen Teilsequenzen und die
im Anschlul daran erfolgte Datenbankabfrage erbrachte gleichermaBlen keine
Ubereinstimmung mit bekannten thermophilen Proteinsequenzen, so daB davon

auszugehen ist, da3 eine noch nicht identifizierte Protease vorliegt.

Hingegen wurde das analoge Verfahren (LC-MS/MS) zur Bestimmung interner
Teilsequenzen nach vorausgehendem Gelverdau zur Identifizierung einer ~55 kDa-
Bande aus T. thermophilus HBS erfolgreich angewandt. Die anhand ihrer Massen

bestimmten Sequenzen der eluierten Peptide wurden mit einer Trefferzahl von 540 und



Diskussion 161

einer Sequenziibereinstimmung von 73 % als NADP-abhingige Isocitrat-

Dehydrogenase und Trypsin, welches fiir den Gelverdau zugesetzt wurde, bestimmt.

4.6 Reindarstellung extrazellularer Proteasen aus B.

caldolyticus

Die auffallende Abscheidung von Enzymen ins Kulturmedium, darunter Proteasen,
durch B. caldolyticus erweckte das Interesse an einfachen Verfahren flir deren
Isolierung. Diese Verfahren unterscheiden sich insofern von jenen fiir intrazelluldre

Enzyme als die Konzentrierung des Enzyms als erstem Schritt im Vordergrund steht.

Die Konzentrierung des proteolytisch aktiven Enzyms mit Anionenaustausch-
chromatographie an DEAE Sephadex A-25 gelang im Prinzip gut, eignete sich jedoch
nur fiir relativ kleine Volumina, da Medienbestandteile und ausgeschiedene Produkte

etc. gleichermaflen an das Sdulenmaterial adsorbierten. Die Aufnahmekapazitdt von
DEAE Sephadex A-25 der verwendeten Sdule mit 60+2,1 cm war nach Auftragung

von maximal 1,5 Litern zellfreiem Medium erschopft. Eine weitere Schwierigkeit
beim Konzentrierungsschritt lag in der ausgedehnten Auftragungsdauer des zellfreien
Mediums infolge der durch das Gelmaterial bedingten geringen FlufBrate und des
grolen Auftragungsvolumens. Mit einer Flufrate von 1 ml/min miissen
wenigstens 24 Stunden Auftragungsdauer fiir 1,5 1 eingeplant werden, was die néchste

Schwierigkeit bedingt.

Das zellfreie Medium war innerhalb kiirzester Zeiten selbst nach Aufenthalt bei 4°C
mit einem Bakterienstamm bewachsen. Eine Sterilfiltration des bewachsenen
Mediums war infolge der erhohten Viskositdt des so vorliegenden Mediums schwierig.
Eine Konzentrierung des viskosen Mediums mit Hilfe der Ultrafiltration war
ausgeschlossen, da selbst unter Verwendung von Membranen mit einer

AusschluBBgrenze von 3 kDa im spiteren Verlauf bei der Einengung der gesammelten
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aktiven Fraktionen Aktivititsverluste von 50-60 % bezogen auf die Aktivitit der
Ausgangsprobe auftraten. Auch bei diesem Reinigungsverfahren war die
Konzentrierung der Proben das Hauptproblem. Eine Verbesserung liee sich hier

moglicherweise mit Membranen der Porengrofle 1 bzw. 0,5 kDa erzielen.

Insgesamt war es jedoch gelungen, durch Zusammenfassung der beiden erhaltenen
Enzymfraktionen nach der Anionenaustauschchromatographie an DEAE Sephadex A-
25 vor dem Konzentrierungsschritt von 1,47 Litern zellfreiem Medium 2,2 mg einer
extrazelluldren Protease mit einer molaren Masse von 57 kDa in Reinform zu
isolieren. Nach dem Konzentrierungsschritt verblieben davon noch 0,4 mg Protein, ein
Hinweis dafiir, dal das Enzym die Membran aufgrund seiner moglichen fibrilliren

Form passierte.

Von der dritten Enzymfraktion nach Anionenaustauschchromatographie an DEAE
Sephadex A-25 konnten von eingesetzten 3,6 mg Protein weitere 60 pg einer
proteolytisch aktiven Enzymfraktion nach Gelfiltration an Superdex 200 in Reinform

gewonnen werden, deren Grofle im SDS-PAGE auf 69 kDa festgestellt wurde.

4.7 Immunisierung

Aufgrund der wesentlich aufwendigeren Gewinnung der 69 kDa-Proteasefraktion aus
B. caldolyticus und den damit verbundenen geringen Enzymmengen wurde die
Herstellung einer Affinitdtssdule mit Antikdrpern gegen dieses Enzym erwogen. Nach
Immunisierung eines Kaninchens mit diesem Enzym als Antigen konnte die Bildung
polyklonaler Antikdrper nachgewiesen werden. Insgesamt war der Antikorpertiter im
Serum jedoch eher gering. Nach Entnahme des Gesamtblutes des Tieres und
anschlieBender Abtrennung der roten Blutzellen verblieb ein erstaunlich hoher
Serumanteil von 98 ml. Der Proteingehalt im Serum wurde auf 56,5 mg/ml bestimmt.

Mit dem angewandten Verfahren zur Reinigung der Antikdrper wire somit doch ein
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Anteil von insgesamt 190,3 mg an polyklonalen Antikérpern gegen die Protease im

Serum vorhanden.

4.8 Immunoreinigung

Nach einer Vorschrift aus Harris und Angal (1989) konnten 76,7 % der angereicherten
Immunglobulinfraktion nach hydrophober Interaktionschromatographie ohne Spacer
nach 25stiindiger Inkubation an CNBr-aktivierte Sepharose 4B immobilisiert werden.
Gemdll der Reinigungstabelle (Tabelle 6) macht der AntikOrper-Anteil in dieser
Fraktion ca 46,6 % aus, so daB3 der gebundene Anteil polyklonaler Antikérper rund
10 mg ausmachte. Da in dieser Antikorperfraktion alle Antikérper angereichert waren,
verringert sich der Anteil mit der spezifischen Determinante gegen das Antigen aus
B. caldolyticus entsprechend. Die Bindung groBerer Mengen Antikérper an die
praaktivierte Matrix konnte neben Verwendung der vollstindig gereinigten IgG-
Fraktion durch Kopplung einer raumschaffenden Diamin-Spacer-Gruppe wie z.B.

Hexamethylendiamin erreicht werden.

Ferner muBte berticksichtigt werden, dal3 die direkte Inkubation des Affinitétstragers
im zellfreien Medium zur Adsorption von Medienbestandteilen etc. an den
Affinitatstrdger filhren kann, was einen ausgedehnten Waschvorgang notwendig
machte. So fanden sich in Fraktion 1, welche die Hauptenzymbande mit der hochsten
Absorption bei 280 nm darstellte, selbst nach einem Waschschritt mit
Kaliumphosphatpuffer {iber einen Zeitraum von mehreren Stunden stets leichte

Verunreinigungen im niedermolekularen Bereich nach SDS-PAGE.

Die Elution des Antigens gelang mit 0,5 M Natriumchlorid in 0,1 M Natriumacetat pH
3,5. Der pH der gesammelten Fraktionen mufite unmittelbar nach der Elution
neutralisiert werden. Insgesamt konnten mit Affinitdtschromatographie nach dem
Batchverfahren 83 pg fiir die erste Enzymfraktion und 16-60 pg fiir Enzymfraktion 2

erhalten werden.
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4.9 Ausblick

Die vorliegenden Ergebnisse, im besonderen die Untersuchungen zur
Charakterisierung der gereinigten intrazelluldren Protease aus 7. thermophilus HBS,
haben gezeigt, dal eine bisher unbekannte thermophile Protease mit beschriebener
Spezifikation isoliert wurde. Eine eindeutige Aussage bzgl. deren Grofle kann zum
jetzigen Zeitpunkt nicht gemacht werden und erfordert zusitzliche Experimente.
Vorbereitend wurden hingegen grundlegende Arbeiten fiir eine kiinftige gentechnische

Gewinnung des Enzyms fiir bedarfsgerechte Anwendungen eingeleitet.

Zwel weitere gereinigte extrazelluldre thermophile Proteasen aus B. caldolyticus,
konnen in Zukunft ndher charakterisiert und hinsichtlich ihrer Eigenschaften im
Vergleich mit bisher beschriebenen Proteasen eingeordnet werden. Mit Hilfe dieser

Erkenntnisse kdnnen neue Anwendungsbereiche erschlossen werden.



Zusammenfassung 165

S Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, neue intrazellulire und extrazelluldre
Proteasen aus den thermophilen Bakterienstimmen Thermus thermophilus HBS und

Bacillus caldolyticus zu isolieren.

Zwel intrazellulire Proteaseaktivititen aus 7. thermophilus HBS konnten
unterschieden und mit Hilfe der lonenaustauschchromatographie getrennt werden.
Eine der beiden Proteasen wurde vollstandig gereinigt und beziiglich ihrer Spezifitit,

GroBe und Priméarstruktur charakterisiert.

Die Untersuchung der katalytischen Aktivitit des Enzyms aus 7. thermophilus HBS
mit Hilfe unterschiedlicher synthetischer Substrate wies auf eine bevorzugte
Hydrolyse der Sdureamidbindung unter Beteiligung aromatischer Aminosdurereste,
insbesondere Phenylalanin, hin. Der Verdau eines Pentapeptids ohne Schutzgruppe im
Vergleich durch Chymotrypsin und durch die isolierte Protease bestétigte, nach
Analyse der jeweiligen Hydrolyseprodukte, die Proteolyse nach aromatischen Resten,
in diesem Fall Tyrosin. Ferner bewirkte der spezifische Serinproteaseinhibitor 4-(2-
Aminoethyl)-benzolsulfonylfluoridhydrochlorid in Abhéngigkeit von der eingesetzten
Konzentration eine vollstindige Inaktivierung der Protease, was ebenso auf eine

Serinprotease mit chymotrypsindhnlicher Spezifikation hinweist.

Die GroBenbestimmung der gereinigten Protease aus 7. thermophilus HBS erfolgte mit
mehreren Methoden und ergab nach SDS-PAGE eine Bande mit der molaren Masse
von 67 kDa. Hingegen wurde fiir das native Enzym mit Gelchromatographie eine
Molmasse von ~194 kDa ermittelt, entsprechend einem Homotrimeren. Durch
kovalente Quervernetzung mit Dimethylsuberimidat und anschlieBendem SDS-PAGE

konnte dies jedoch nicht bestitigt werden.
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Es wurde ein Temperaturmaximum bei 90°C und ein pH-Optimum von 8 fiir die
Protease gefunden. Zusidtzlich wurde fiir das Substrat Ala-Ala-Phe-AMC die

Michaelis-Konstante unter den beschriebenen Bedingungen zu 200 uM bestimmt.

Die Bestimmung der N-terminalen Sequenz der Protease aus 7. thermophilus HBS
nach Edman ergab eine definierte Abfolge aus 20 Aminosduren. Ferner konnten durch
tryptischen Verdau dieser Protease, sowie einer ~55 kDa-Proteinbande interne Peptide
erzeugt werden, deren Sequenz mit dem LC-MS/MS-Experiment ermittelt und zur
Identifizierung der Proteine mit Hilfe von Datenbanken herangezogen wurde. Fiir die
Protease konnte keine homologe oder dhnliche Sequenz gefunden werden, es handelt
sich offensichtlich um ein noch nicht identifiziertes Protein dieser Gattung. Hingegen
wurde die ~55 kDa-Bande mit hoher Trefferzahl und grof3er Sequenziibereinstimmung
als NADP-abhingige Isocitrat-Dehydrogenase der taxonomischen Einordnung

T. thermophilus HBS identifiziert.

Die Kultivierung des Bakterienstamms B. caldolyticus unter den beschriebenen
Bedingungen fiihrte zur Anreicherung extrazelluldrer Proteasen im Kulturmedium.
Zweil verschiedene Formen extrazellularer Proteasen, welche sich hinsichtlich ihrer

GroBe unterschieden, konnten in Reinform gewonnen werden.

Die Bestimmung der Molmassen erfolgte mit SDS-PAGE. Es wurde eine 57 kDa-
Bande und eine 69 kDa-Bande fiir die jeweilige Protease unter denaturierenden
Bedingungen nachgewiesen. Mit Hilfe der nicht-dissoziierenden diskontinuierlichen
Polyacrylamidgelelektrophorese lieB3 sich die monomere Form fiir die 57 kDa-Bande

bestatigen.

Ferner gelang es, polyklonale Antikorper gegen die 69 kDa-Bande zu gewinnen, zu
reinigen und an eine praaktivierte Matrix zu immobilisieren. Damit wird es moglich,

diese Protease kiinftig direkt aus dem zellfreien Medium hochspezifisch zu isolieren.
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