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Abstract

Abstract

By means of anchor proteins, different proteins can be immobilized on the surface of yeast
cells, which enables the generation of whole-cell biocatalysts for the usage in different
research areas. In this study, surface display systems of the bacterial esterase A (EstA) from
Burkholderia gladioli were optimized by the variation of different components and the
combination with approaches from synthetic biology. Here, the EstA immobilization
efficiency in Saccharomyces cerevisiae was dependent on the cell wall anchor protein, the
cell wall composition of the yeast strain as well as a differentially regulated gene expression
by varying promotor-terminator pairings. Thereby, the enzyme activity could be enhanced by
the factor of 4.1. Furthermore, the immobilization of EstA by two systems based on specific
protein-protein-interactions was investigated. The expression of the components could be
confirmed; however the formation of the interaction was not successful. The results ought to
be transferred to the anchorage of cofactor-dependent dehydrogenases to gain new insights
into the immobilization of enzymes with different conformations and to facilitate the
generation of cofactor regeneration systems in yeast. The insights into cell wall anchorage of
enzymes in yeast were successfully expanded and essential factors of its efficiency were

identified.

Mithilfe von Ankerproteinen konnen unterschiedliche Proteine in der Zellwand von
Hefezellen immobilisiert werden, was die Herstellung von Ganzzellbiokatalysatoren fiir den
Einsatz in verschiedenen Forschungsgebieten ermdglicht. In dieser Arbeit wurden
Verankerungssysteme der bakteriellen Esterase A (EstA) aus Burkholderia gladioli durch die
Variation verschiedener Komponenten und die Kombination mit Ansédtzen aus dem Bereich
der synthetischen Biologie optimiert. Die Immobilisierungseffizienz der EstA in
Saccharomyces cerevisiae war hierbei vom Ankerprotein, der Zellwandzusammensetzung des
Hefestamms und einer durch verschiedene Promotor-Terminator-Paarungen regulierten
Genexpression abhédngig. Die Enzymaktivitit konnte um einen Faktor von 4,1 gesteigert
werden. Weiterhin wurde die Immobilisierung der EstA iiber zwei auf spezifischen Protein-
Protein-Interaktionen beruhenden Systemen untersucht. Die Expression der Komponenten
konnte bestitigt werden, jedoch war die Ausbildung der Interaktion nicht erfolgreich. Die
Ergebnisse sollten auf die Verankerung von Kofaktor-abhidngigen Dehydrogenasen iiber-
tragen werden, um neue Einblicke in die Immobilisierung von Enzymen mit verschiedenen
Konformationen zu erhalten und die Generierung von Kofaktor-Regenerationssystemen in
Hefen zu erleichtern. Die Erkenntnisse zur Zellwandverankerung von Enzymen in Hefen

wurden erfolgreich erweitert und essenzielle Faktoren fiir deren Effizienz identifiziert.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Proteinexpressionssysteme in der Biotechnologie

In den letzten Jahrzehnten fiihrte die Entwicklung diverser biologischer Systeme zur
Herstellung rekombinanter Proteine zu einer Revolution der biotechnologischen Forschung.
Neben der Moglichkeit der intrazelluliren Expression konnen Proteine oder Peptide
inzwischen auch auf der Oberfliche von verschiedenen Wirtsorganismen immobilisiert
werden, wodurch der Einsatz von grolen Mengen an tierischen oder pflanzlichen Materialien
zur Gewinnung von Proteinen mit meist geringen Ertrdgen deutlich reduziert werden konnte
(Andreu & Li del Olmo, 2018; Rosano & Ceccarelli, 2014). Die Wahl des
Expressionssystems kann hierbei je nach Eigenschaften des zu exprimierenden Proteins
variieren. Die Systeme konnen z. B. auf Bakteriophagen, Bakterien, Hefen, Algen, Sduger-
oder auch Insektenzellen basieren und besitzen unterschiedliche Limitierungen, die
ausschlaggebend fiir den Erfolg der Expression sind (Andreu & Li del Olmo, 2018; Demain &
Vaishnav, 2009; Rosano & Ceccarelli, 2014). Die Anwendungsgebiete des sogenannten
sourface  Displays® reichen hierbei von biochemischen, biotechnologischen und
pharmazeutischen Belangen bis hin zur Entwicklung von Biosensoren, Biokatalysatoren oder
Impfstoffen (Andreu & Li del Olmo, 2018; Kondo & Ueda, 2004; Lozanci¢ et al., 2019; Park,
2020).

Die Anfinge der Oberflichenimmobilisierung von Proteinen lagen in Bakteriophagen und
wurden erstmalig im Jahre 1985 an filamentosen Phagen (Inoviridae) beschrieben (Smith,
1985). Bei diesem System werden Fusionsproteine aus dem zu exprimierenden Fremdprotein
und den Hiillproteinen plIl oder pVIII exprimiert. Sie kdnnen in die Virionhiille eingebaut
und auf der Oberfliche der M13-Bakteriophagen frei zugénglich prisentiert werden.
Zusitzlich zeigt die Fusion mit dem Fremdprotein keinen Einfluss auf die Infektiositdt der
Phagen gegeniiber Escherichia coli (Endemann & Model, 1995; Paschke, 2006; Sidhu, 2001;
Smith, 1985). Neben dieser Art des Phagen-Displays konnen auch sogenannte ,,Phagemid-
Vektoren™ genutzt werden, welche neben dem Fusionsprotein aus Peptid und Hiillprotein
auch Sequenzen zur Verpackung der DNA in Phagenpartikel beinhalten, was jedoch eine Ko-
Infektion mit einem Helfer-Phagen nétig macht (Barbas ef al., 1991; Bass et al., 1990;
Paschke, 2006; Sidhu, 2001). Eingesetzt wird das Phagen-Display inzwischen vor allem bei
der Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen oder auch beim Display von Peptid- und
Antikorperbibliotheken (Devlin ef al., 1990; Hoogenboom et al., 1991; McCafferty et al.,
1990; Paschke, 2006; Sidhu, 2001; Sidhu ef al., 2003; Smith, 1985).
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Einleitung

Neben Bakteriophagen wurden in der Vergangenheit auch sogenannte ,,virus-like particles*
(VLP) zur Expression von Fremdproteinen eingesetzt. VLPs sind Nanopartikel, die den
strukturellen Aufbau und die Konformation von Viren nachahmen, sich aber aufgrund der
fehlenden genetischen Information nicht durch eine Infektiositit auszeichnen. Sie konnen mit
Fremdproteinen beladen oder ihre Oberfliche mit Antigenen dekoriert werden (Brune et al.,
2016; De Gregorio & Rappuoli, 2014; Nooraei et al., 2021). Aufgrund dieser Eigenschaften
sind sie fiir die Biotechnologie insbesondere im Entwicklungsfeld der Vakzine oder in der
biomedizinischen Forschung relevant. Es konnte gezeigt werden, dass VLPs aufgrund ihrer
GroBe von 20-200 nm verstarkt iiber die Lymphknoten in Antigen-priasentierende Zellen
(APC) aufgenommen und starke zelluldre sowie humorale Immunantworten ausldsen konnen
(Bachmann & Jennings, 2010; Brune et al., 2016; Nooraei et al., 2021; Zabel et al., 2014).

Das Hauptaugenmerk der rekombinanten Proteinexpressionssysteme liegt hingegen auf
bakteriellen Systemen, die in der Forschung als hauptsédchliche Expressionsplattform genutzt
werden (Jose & Meyer, 2007; Rosano & Ceccarelli, 2014). Bereits im Jahr 1977 wurde zum
ersten Mal das Hormon Somatostatin in E. coli rekombinant hergestellt (Itakura et al., 1977).
Erste Studien zur Oberfldchenexpression von Fremdproteinen in E. coli identifizierten das
Oberflachenprotein OmpA (,,outer membrane protein A*“) und das Porin LamB (Maltoporin)
als mogliche Kandidaten fiir ein ,,Surface-Display“, was den Grundstein fiir eine Vielzahl
weiterer Expressionssysteme in anderen gram-negativen und -positiven Bakterien legte
(Charbit et al., 1986; Freudl et al., 1986; Jose & Meyer, 2007). Bei gram-positiven Bakterien
erfolgt die kovalente Verankerung des C-Terminus der zu immobilisierenden Proteine mit
dem Peptidoglykan, wohingegen das Sekretionssignal am N-Terminus des Fusionsproteins
lokalisiert ist (Navarre & Schneewind, 1999; Ton-That et al., 2000; Wernérus & Stahl, 2004).
Hierbei wurden beispielsweise die Verankerungsdominen der Oberflachenproteine M6 aus
Streptococcus  pyogenes oder FnBPB  (,fibronectin binding protein B*) aus
Staphylococcus aureus erfolgreich immobilisiert (Dieye et al., 2001; Jose, 2006; Strauss &
Gotz, 1996; Wernérus & Stahl, 2004). Bei gram-negativen Bakterien zeichnet sich
insbesondere E. coli durch mehrere Vorteile, wie z. B. hohe Wachstumsraten und Zelldichten,
eine einfache genetische Manipulation durch Transformation sowie niedrige Kosten aus (Lee,
1996; Pope & Kent, 1996; Rosano & Ceccarelli, 2014; Sezonov et al., 2007; Shiloach & Fass,
2005). Limitierend fiir E. coli als prokaryotisches Expressionssystem ist vor allem, dass keine
posttranslationalen Modifikationen mdglich sind, die zur korrekten Expression bzw. Faltung
eukaryotischer Proteine erforderlich sein konnen (Rosano & Ceccarelli, 2014; Sahdev et al.,

2008; Yin et al., 2007).
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Einleitung

Basierend auf den Eigenschaften der Familie der Autotransporterproteine konnte das
sognannte ,,Autodisplay“-System in E. coli etabliert werden. Der Sekretionsmechanismus
wurde erstmalig anhand der Entdeckung des ersten Vertreters dieser Proteinfamilie in
Neisseria gonorrhoeae beschrieben, welcher die Immunoglobulin-Al-Protease (IgAl)
darstellte (Halter et al., 1984; Jose et al., 1995; Jose & Meyer, 2007; Pohlner et al., 1987).
Diese Autotransporterproteine werden als Vorlduferprotein synthetisiert und bestehen aus
einer N-terminalen Signalsequenz, dem ,Passenger“-Protein, einer Linker- (o-helikale
Domine) und einer ,,f-barrel“-Doméne. Die Signalsequenz wird flir den Transport iiber die
innere Membran bendtigt, wonach die ,,f-barrel“-Doméne eine porinartige Struktur in der
duBeren Membran bildet, was zur Translokation des zu passagierenden Proteins iiber die
Zelloberfliche und dessen Oberfldchendisplay fiihrt (Jose, 2006; Jose & Meyer, 2007;
Klauser et al., 1990, 1993; Maurer et al., 1997). In E. coli konnte mittels Computeranalysen
neben weiteren Proteinen das Protein AIDA-I identifiziert werden, welches aufgrund seiner
zu IgA1 dhnlichen Eigenschaften als Autotransporter beschrieben wurde und im Gegensatz zu
IgA1 natiirlicherweise in E. coli vorkommt (Jose et al., 1995). Ein erstes Autodisplay-System
in E. coli konnte durch die Fusion der Linker- und ,,3-barrel“-Doménen von AIDA-I mit der
Signalsequenz der B-Untereinheit des Choleratoxins etabliert werden. Hierbei konnten die
Choleratoxin B-Untereinheit oder auch ein Peptidtag erfolgreich auf der Oberfliche
immobilisiert werden (Jose, 2006; Maurer et al, 1997). Die Anwendungsbereiche des
Autodisplays wurden durch die Etablierung weiterer Systeme immer vielfiltiger. Das
Autodisplay wurde z. B. auch zur Herstellung von Ganzzell-Katalysatoren durch das Display
von Hydrolasen, Esterasen, Dehydrogenasen oder Ferredoxinen angewandt (Jose, 2006; Jose
et al., 2001; Jose & Meyer, 2007; Jose & von Schwichow, 2004; Lattemann et al., 2000;
Schultheiss et al., 2002). Weitere Ansitze des Autodisplays beschéftigten sich mit der
Oberflachenexpression von  Peptid-Libraries und Enzyminhibitoren sowie der
Immobilisierung von Epitopen in der Vakzinentwicklung (Jose, 2006; Jose et al., 2005; Jose

& Meyer, 2007; Konieczny et al., 2000).
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1.2 Hefen als biotechnologisches Oberflichenexpressionssystem

Hefen zdhlen neben den Bakterien zur grofften Organismengruppe, die zur
Oberflachenexpression diverser Proteine bzw. Peptide eingesetzt werden. Das sogenannte
,»Yeast Surface Display* (YSD) bietet eine Vielzahl an Vorteilen, die auf den Eigenschaften
der Hefen als Eukaryoten beruhen und sich beispielsweise durch eine schnelle Kultivierung
sowie eine einfache genetische Manipulierbarkeit auszeichnen (Andreu & Li del Olmo, 2018;
Kondo & Ueda, 2004). Aufgrund des Status als GRAS (,,generally regarded as safe*) konnen
einige Hefen in pharmazeutischen oder auch biomedizinischen Prozessen sowie der
Nahrungsmittelproduktion eingesetzt werden. Des Weiteren sind Hefen in der Lage
posttranslationale Modifikationen wie z. B. Glykosylierungen oder auch die korrekte Faltung
eukaryotischer Proteine durchzufiihren, was die Nutzung von Hefen als Expressionssystem
fiir komplexere Proteine ermoglicht (Andreu & Li del Olmo, 2018; Kondo & Ueda, 2004;
Schreuder et al., 1996). Im YSD werden groBtenteils Hefen der Gattung S. cerevisiae
eingesetzt, jedoch konnten in der Vergangenheit auch Systeme fiir weitere Gattungen, wie
z.B.  Pichia pastoris (Komagataella phaffii), Hansenula polymorpha oder auch
Yarrowia lipolytica etabliert werden (Andreu & Li del Olmo, 2018; Bielen ef al., 2014; Kim
et al., 2002; Lozanci¢ et al., 2019; Tanaka et al., 2012).

Die Effizienz der Verankerung von Fusionsproteinen auf der Zelloberfliche hingt beim YSD
von mehreren Faktoren ab, die sich je nach zu immobilisierendem Protein unterscheiden und
die Art der Fusion (N-, C-terminale oder interne Fusion) bedingen. Ein wichtiger Faktor, der
zur Verankerung von Proteinen von Interesse beachtet werden muss, ist die Lage des aktiven
Zentrums im Zielprotein. Die Fusion des Ankerproteins sollte hierbei so weit wie moglich
vom aktiven Zentrum entfernt erfolgen, da in Experimenten mit den Lipasen Lip7 und Lip8
aus Y. lipolytica eine stark verringerte Enzymaktivitidt bei Fusion des Ankers an das am
C-Terminus lokalisierte aktive Zentrum beobachtet werden konnte (Andreu & Li del Olmo,
2018; Bordes et al., 2010; Liu et al., 2010a; Matsumoto et al., 2002; Washida et al., 2001).
Des Weiteren konnen auch die Lénge des Ankerproteins und eine VergroBerung des Abstands
zwischen Zielprotein und Zellwandanker durch das Einbringen von ,,Spacer®- bzw. ,,.Linker*-
Sequenzen Einfliisse auf die Immobilisierungseffizienz besitzen (Sato et al, 2002;
Teymennet-Ramirez et al., 2022; Van der Vaart et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dass
die Immobilisierung einer o-Galaktosidase und der entsprechende Aktivitidtsnachweis bei
einer Fusion mit dem vergleichsweise kleinsten in der Studie untersuchten Zellwandprotein
Cwp2p (67 AS) am hochsten war (Andreu & Li del Olmo, 2018; Van der Vaart et al., 1997).

Fiir Fusionskonstrukte einer Glukoamylase aus Rhizopus oryzae mit dem Zellwandanker
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Flolp, welcher in unterschiedlichen Lingen eingesetzt wurde, konnte eine Zunahme der
Enzymaktivitit mit steigender Ankerlidnge festgestellt werden. Dies ldsst vermuten, dass die
Ankerldnge einen Einfluss auf die Effizienz des YSD besitzen kann, was sich aber von
Ankerprotein zu Ankerprotein unterscheidet und sich entweder vor- oder nachteilig auswirkt
(Andreu & Li del Olmo, 2018; Sato et al., 2002). Durch die Insertion von sogenannten
,Linker“-Sequenzen zwischen Ziel- und Ankerprotein konnte die Zuginglichkeit von
Enzymen fiir ihre Substrate auf der Zelloberfldche erhoht werden, wobei die Konformation
des aktiven Zentrums bestehen bleibt. Diese Sequenzen umfassen am haufigsten flexible und
einfach zu faltende Aminosduren, wie z. B. Glycin und Serin, wodurch eine potenzielle
sterische Hinderung des Zielproteins mit Zellwandkomponenten minimiert werden soll
(Andreu & Li del Olmo, 2018; Liu et al., 2014; Sato et al., 2002; Teymennet-Ramirez et al.,
2022; Washida et al., 2001). Neben den Eigenschaften des Ankerproteins sind auch die
Merkmale des zu immobilisierenden Zielproteins zu beachten. In Experimenten mit
Pir-Protein-basierten Expressionssystemen traten Probleme bei der Expression von Proteinen
mit einer GroBe von iliber 800 AS auf (Andreu & Li del Olmo, 2018; Yang et al., 2014).
Zudem konnte festgestellt werden, dass die Expression von Cystein-reichen Proteinen, wie
z. B. humanen Glykosyltransferasen, moglicherweise durch Einschriankungen der Protein-
faltung im ER der Hefe aufgrund der hohen Anzahl an Cysteinresten stark verringert und
dadurch nur eine geringe Aktivitit nachweisbar war (Shimma et al., 2006; Yang et al., 2014).
Weitere Elemente eines fiir das YSD genutzten Fusionskonstrukts sind eine entsprechende
Signalsequenz fiir die Lokalisation in der Zellwand und ein Epitop-Tag, welches fiir die
Detektion iiber immunologische bzw. Fluoreszenz-basierte Verfahren (FACS) notwendig ist.
Durch die Wahl einer idealen Signalsequenz am N-Terminus des Konstrukts sollen eine
effiziente Prozessierung im ER und der gezielte Transport des Fusionsproteins zur Zellwand
ermdglicht werden (Andreu & Li del Olmo, 2018; Tanaka & Kondo, 2015). Die am
hiufigsten im YSD eingesetzten Signalsequenzen entstammen der Glukoamylase aus
R. oryzae (GLUASP) und dem a-Mating-Pheromon aus S. cerevisiae, wobei inzwischen auch
weitere Signalpeptide von hefeeigenen Proteinen, wie z. B. Krelp, Sedlp oder auch Flolp,
erfolgreich eingesetzt werden konnten (Andreu & Li del Olmo, 2018; Breinig & Schmitt,
2002; Chen et al., 2009; Guo et al., 2011; Inokuma et al., 2016; Matsumoto et al., 2002;
Yanase et al., 2010). Zusitzlich sollten zur effizienten Expression der Fusionskonstrukte
starke konstitutive oder induzierbare Promotoren gewéhlt werden, da die natiirlichen
Promotoren der Ankerproteine unterschiedliche Transkriptionslevel zeigen. Zu den am

hdufigsten eingesetzten Promotoren zdhlen bei den konstitutiven Promotoren PGKI oder
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TDHI-3, wohingegen bei den induzierbaren Promotoren GALI vermehrt genutzt wird
(Andreu & Li del Olmo, 2018). Hierbei treten zwischen verschiedenen Promotoren
unterschiedliche Transkriptionsstirken auf, die je nach Wachstumsphase der Hefe variieren
und so eine wachstumsphasenabhingige Nutzung der Promotoren ermoéglichen konnen
(Andreu & Li del Olmo, 2018; Peng et al., 2015). Ein weiterer Faktor, der zum Erfolg des
Oberflachendisplays beitrdgt, ist die Wahl der Hefegattung, da der genomische und
metabolische Hintergrund der Hefen die Expression nativer und heterologer Proteine
beeinflussen kann (Teymennet-Ramirez et al., 2022). Neben Expressionssystemen in
S. cerevisiae konnten bereits weitere Systeme in H. polymorpha, Y. lipolytica oder auch
S. boulardii etabliert werden, wobei P. pastoris am hiufigsten genutzt wurde (Andreu & Li
del Olmo, 2018; Kim et al., 2002; Teymennet-Ramirez et al., 2022; Wang et al., 2014;
Yuzbasheva et al., 2011). P. pastoris zeichnet sich durch das Wachstum in hohen Zelldichten
und einen methylotrophen Stoffwechsel aus, der auf der Verwertung von Methanol als
einziger Kohlenstoffquelle basiert. Der Methanolmetabolismus findet in den Peroxisomen
iiber den sogenannten MUT-Pathway (,,methanol utilization pathway*) statt. P. pastoris
besitzt zwei AOX-Gene, welche fiir die Alkoholoxidasen AOX1 und AOX2 kodieren. Sie
werden von unterschiedlich starken Promotoren reguliert und machen im Fall von AOX1
30 % des gesamten Proteingehalts aus. Aufgrund der unterschiedlichen Expressionsregulation
ergeben sich zwei MUT-Phénotypen, die entweder als Mut" (,,methanol utilization plus*) oder
Mut® (,,methanol utilization slow*) klassifiziert werden. GS115 ist ein hdufig eingesetzter
Expressionsstamm, der beide funktionellen 4OX-Gene besitzt, somit den Mut’-Phinotyp
aufweist und Methanol in hohem Malle verstoffwechseln kann. Einen Vertreter des
MutS-Phinotyps stellt der KM71-Stamm dar, der aufgrund einer Deletion des 40X/-Gens nur
iiber die geringere AOX2-Expression Methanol in verringerter Geschwindigkeit umsetzen
kann (Cereghino & Cregg, 2000; Cregg et al., 1989, 2000; Juturu & Wu, 2018). AuBBerdem ist
P. pastoris in der Lage eukaryotische, posttranslationale Proteinmodifikationen durchzu-
filhren, wobei im Vergleich zu S. cerevisiae deutlich seltener Hyperglykosylierungen der
Proteine auftreten, die eine Nutzung pharmazeutisch relevanter Proteine erschweren konnen
(Cereghino & Cregg, 2000; Juturu & Wu, 2018). Neben dem Einsatz von aus S. cerevisiae
stammenden Zellwandankern konnten in P. pastoris 13 eigene GPI-verankerte Proteine
identifiziert werden, mit welchen die aus Candida antarctica stammende Lipase B (CALB)
erfolgreich auf der Zelloberfliche immobilisiert werden konnte (Andreu & Li del Olmo,

2018; Zhang et al., 2013).
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Zusitzlich konnen inzwischen auch Hefestimme zur Erhohung der Displayeftizienz genetisch
modifiziert werden, was sich beispielsweise anhand der Verinderung der Zellwand-
morphologie von . cerevisiae durch einen gleichzeitigen Knockout der beiden
GPI-verankerten Zellwandproteine Ccwl12p und Ccwl4p forderlich auf die Menge an
prasentierter Aspergillus aculeatus B-Glukosidase (BGL) auswirkte (Inokuma et al., 2021).
Weitere Experimente in Deletionsmutanten der Zellwandproteine Mnn2p sowie Cwp2p und
Ygplp zeigten ebenfalls eine Aktivitdtszunahme der immobilisierten Endoglukanase II und

BGL in S. cerevisiae (Arnthong et al., 2022; Matsuoka et al., 2014).

1.3 Zellwandimmobilisierung durch direkte Verankerung

Die Grundlage der Proteinimmobilisierung auf der Hefezelloberfliche bilden hefeeigene
Zellwandproteine (,,cell wall proteins®; ,,CWPs*), welche natiirlich in der Zellwand
vorkommen, unterschiedliche Eigenschaften besitzen und auch als ,,Zellwandanker*
bezeichnet werden (Klis ez al., 2002; Kondo & Ueda, 2004). Die Zellwand von S. cerevisiae
weist eine Dicke von 200 nm auf und trdgt einen Anteil von 15-30 % zum gesamten
Trockengewicht einer Hefezelle bei (Klis ef al., 2002; Lipke & Ovalle, 1998). Sie besteht vor
allem aus B-1,3- und B-1,6-Glukanen sowie aus Chitin und Zellwandproteinen, die in zwei
Schichten organisiert vorliegen (Kapteyn et al., 1999; Klis et al., 2002). Die innere Schicht
besteht vornehmlich aus B-1,3-Glukanen und Chitin, welche fiir die strukturelle Stabilitét
verantwortlich sind und 50-60 % des Trockengewichts der Zellwand ausmachen (Klis ef al.,
2002; Kollar et al., 1997). Die duBlere Schicht umfasst diverse N- und O-glykosylierte
Mannoproteine, die an der Zell-Zell-Erkennung beteiligt sind und eine Zugénglichkeit der
inneren Schicht fiir Fremdproteine oder auch die Permeabilitét fiir geloste Stoffe einschrianken
(Cappellaro et al., 1994; De Nobel et al., 1990; Klis et al., 2002; Lipke & Ovalle, 1998;
Zlotnik et al., 1984). Sie werden entweder iiber eine direkte Bindung an B-1,3-Glukane oder
indirekt iiber B-1,6-Glukane kovalent mit dem B-1,3-Glukan-Geriist verkniipft (s. Abb. 1)
(Klis et al., 2002; Lesage & Bussey, 2006; Lipke & Ovalle, 1998).
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Abb. 1: Struktureller Aufbau der Zellwand und -membran von S. cerevisiae. Die zweischichtige Zellwand
von S. cerevisiae besteht aus einer inneren und duBleren Schicht. Die innere Schicht setzt sich zum grofiten Teil
aus f-1,3-Glukanen und Chitin sowie [B-1,6-Glukanen zusammen. In der &uBleren Schicht sind N- und
O-glykosylierte Mannoproteine vorherrschend, die entweder iiber GPI-Anker oder nicht-kovalente Bindungen
mit dem B-1,3-Glukan-Geriist verbunden sind. Die Zellmembran liegt als Lipiddoppelschicht vor, in der

integrale Membranproteine auftreten kdnnen (verdndert nach Anwar et al., 2017).

CWPs konnen anhand ihrer Struktur und der Art der Zellwandverankerung entweder als
GPI-CWPs oder Pir-Proteine klassifiziert werden (Kapteyn et al., 1999; Klis et al., 2002). Die
Verankerung der GPI-CWPs erfolgt {iber einen in der hydrophoben Region am C-Terminus
eingebauten GPI-Anker. Sie besitzen ein N-terminales Signalpeptid zur Prozessierung im ER,
eine Serin- und Threonin-reiche Spacer-Region zwischen N- und C-Terminus sowie ein
C-terminales Signal zur GPI-Addition (Andreu & Li del Olmo, 2018; Caras et al., 1987; Klis
et al., 2002; Pittet & Conzelmann, 2007). Letzteres wird von einer GPI-Transamidase erkannt
und mit dem finalen GPI-Anker ersetzt. An der Biosynthese der GPI-Anker in S. cerevisiae
sind mehr als 20 Enzyme beteiligt, die in einem mehrstufigen Prozess den fertigen GPI-Anker
herstellen (Castillon et al., 2009; Gonzalez et al., 2010; Pittet & Conzelmann, 2007). Bisher
konnten ungefihr 20 GPI-CWPs identifiziert werden, welche durch die Interaktion des
GPI-Ankers mit den B-1,6-Glukanen kovalent an das B-1,3-Glukan-Riickgrat der Zellwand
gebunden werden. Eine Glukanase-Behandlung fiihrt demnach zur Extraktion der GPI-CWPs
aus der Zellwand (Andreu & Li del Olmo, 2018; De Groot et al., 2003; Klis et al., 2002; Yin
et al., 2005). Zu den am hdufigsten im Oberflichendisplay in S. cerevisiae eingesetzten

GPI-CWPs zidhlen das a-Agglutinin Saglp, die a-Agglutinine Agalp und Aga2p sowie
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Cwp2p und Sedlp, die mit Ausnahme von Agalp und Aga2p nur eine N-terminale
Proteinfusion erlauben (Andreu & Li del Olmo, 2018; Lozanci¢ et al., 2019).

Das a-Agglutinin Saglp (,,sexual agglutination 1) ist zusammen mit seinem
Interaktionspartner dem a-Agglutinin Aga2p fiir die Zellpaarung und -adhdsion
verantwortlich. Sie werden konstitutiv in geringen Leveln in haploiden a- bzw. a-Zellen
exprimiert, wobei die Genexpression jeweils durch ein Pheromonsignal des anderen
Mating-Typs hochreguliert werden kann (Andreu & Li del Olmo, 2018; Cappellaro et al.,
1994; Hauser & Tanner, 1989; Zhao et al., 2001). Die Interaktion der Agglutinine erfolgt
hierbei durch die Bindung des a-Agglutinins an eine Bindestelle im N-terminalen Bereich des
o-Agglutinins, die strukturelle Ahnlichkeiten zur Immunoglobulin-Superfamilie zeigt
(Cappellaro et al., 1991; Chen et al., 1995; Wojciechowicz et al., 1993; Zhao et al., 2001).
Saglp wurde erstmalig im YSD von Schreuder et al. (1993) genutzt, welches die erfolgreiche
Immobilisation einer a-Galaktosidase auf der Zelloberfliche von S. cerevisiae ermdglichte
(Andreu & Li del Olmo, 2018; Schreuder et al., 1993). In spéteren YSD-Experimenten mit
einer B-Glukosidase konnte durch eine Deletion des SED/-Gens eine verstirkte Expression
von Saglp- und Sedlp-Fusionskonstrukten erlangt werden (Andreu & Li del Olmo, 2018;
Bamba et al., 2018; Kotaka et al., 2010; Kuroda et al., 2009). Weitere Anwendungsbeispiele
fiir den Einsatz von Saglp als Fusionspartner sind eine Lipase aus R. oryzae, die aus
C. antarctica stammende Lipase B (CALB) oder auch das Co-Display einer a-Amylase und
Glukoamylase zur Ethanolproduktion aus Maisstirke (Han et al., 2009; Kato et al., 2007,
Shigechi et al., 2004; Shiraga et al., 2005; Tanaka et al., 2012).

Das Zelladhésionsprotein a-Agglutinin besteht im Gegensatz zu Saglp aus zwei voneinander
separierten Untereinheiten, die einerseits zur Verankerung (Agalp) und andererseits zur
Zelladhdsion (Aga2p) dienen. Agalp liegt GPI-verankert in der Zellwand vor und beide
Untereinheiten sind liber zwei von den Cysteinresten 7 und 50 des Aga2p ausgebildeten
Disulfidbriicken miteinander verbunden (Boder & Wittrup, 1997; Cappellaro et al., 1994; De
Nobel et al., 1995; Roy et al., 1991; Zhao et al., 2001). Durch die indirekte Verankerung des
Adhésionselements Aga2p an der Zellwand erlaubt das zweiteilige Agal-Aga2-System neben
einer N- und C-terminalen Verankerung auch eine duale Présentation iiber beide Termini, was
bereits iiber teilweise kommerziell erhéltliche Vektoren wie z. B. pCT202, pYD1 und pYD5
ermOglicht wird (Andreu & Li del Olmo, 2018; Boder & Wittrup, 1997; Kieke et al., 1997;
Lim et al., 2017; Wang et al., 2005). Zusitzlich wird bei dieser Art des YSD der Hefestamm
EBY100 genutzt, der das 4GAI-Gen unter Kontrolle eines induzierbaren GAL /-Promotors

exprimiert, um hohe Expressionslevel zu garantieren (Andreu & Li del Olmo, 2018; Boder &
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Wittrup, 1997). So konnten beispielsweise neben einzelnen Enzymen wie z. B. den Lipasen
Lip7 und Lip8 aus Y. lipolytica auch ganze Zellulasesysteme zur Ethanolproduktion oder der
humane Haupthistokompatibilitdtskomplex II (MHC-II) mithilfe dieses Systems auf der
Zelloberflache prasentiert und funktionell nachgewiesen werden (Jiang & Boder, 2010; Liu e?
al.,2010a; Mei et al., 2017; Tanaka et al., 2012; Tsai et al., 2009, 2010; Wen et al., 2010).
Ein weiterer Vertreter der GPI-CWPs stellt Sed1p (,,suppression of exponential defect) dar,
welches stark N- und O-glykosyliert vorkommt und von Shimoi et al. (1998) nach einer
Behandlung mit der Protease | aus Rarobacter faecitabidus isoliert wurde (Andreu & Li del
Olmo, 2018; Shimoi et al., 1998). Das Transkriptionslevel von Sedlp ist abhdngig von der
Zellzyklusphase und erreicht in der M-Phase sein Maximum. Der Sedlp-Anteil steigt
wihrend der stationdren Phase auf ca. 30 % aller CWPs an, weshalb fiir Sed1p auch eine
mogliche Rolle an der Stressresistenz der Hefezelle vermutet wird (Caro et al., 1998;
Inokuma et al., 2014; Mannazzu et al., 2002; Shimoi et al., 1998). Mithilfe dieses CWPs
konnten bereits eine B-Glukosidase aus 4. aculeatus und die Endoglukanase I aus
Trichoderma reesei erfolgreich immobilisiert werden (Inokuma et al., 2014, 2016).

Das ,,cell wall protein 2 (Cwp2p) wurde erstmalig von Van der Vaart et al. (1995) als eines
der vorherrschenden Mannoproteine der Zellwand beschrieben und ist fiir die Zellstabilitat
verantwortlich (Van der Vaart et al., 1995, 1997). Im Gegensatz zu Sedlp zeigt Cwp2p das
hochste Transkriptionslevel in der S/G2-Phase, was ebenfalls eine Zellzyklus-abhéngige
CWP-Verteilung demonstriert (Caro et al., 1998). In Experimenten zur Immobilisierung einer
a-Galaktosidase mittels verschiedener Zellwandanker konnte die hochste Verankerungs-
effizienz durch Cwp2p erreicht werden (Van der Vaart et al, 1997). Neben dieser
a-Galaktosidase konnten mithilfe von Cwp2p auch ein HA-Tag, die aus Burkholderia gladioli
stammende Esterase A (EstA) oder eine hefeeigene, durch MAL32 kodierte Maltase
erfolgreich auf der Hefezelloberfliche présentiert werden (Breinig et al., 2006; Breinig &
Schmitt, 2002; Dietvorst et al., 2007).

Des Weiteren sind auch Vertreter der Zellwandproteine bekannt, welche fiir die Flokkulation
der Hefe verantwortlich sind und deren Verankerungsmechanismus bisher noch nicht vollig
aufgekliart werden konnte. Die Familie der sogenannten Flo-Proteine stellt fiir Mannose
spezifische Lektine dar, wobei Flolp (,flocculation protein 1%) als spezifischstes
Adhésionsprotein gilt und in der Zellwand lokalisiert ist (Andreu & Li del Olmo, 2018;
Goossens et al., 2011; Govender et al., 2008; Guo et al., 2000; Teunissen et al., 1993; Van
Mulders et al., 2009). Flolp zeichnet sich dadurch aus, dass es am N-Terminus iiber eine

sogenannte ,flocculation functional domain* verfiigt, die als Erkennungsdoméine fiir
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Zuckermolekiile dient und somit fiir die Zelladhdsion durch eine nicht-kovalente Bindung an
Zellwandkomponenten, wie z. B. Mannane, verantwortlich ist (Andreu & Li del Olmo, 2018;
Bony et al., 1997; Goossens et al., 2011; Kobayashi et al., 1998). Zusitzlich zu dieser
Domine verfiigt Flolp — wie die GPI-CWPs — iiber einen C-terminalen GPI-Anker. Im
Rahmen einer Deletionsanalyse konnte anhand der Sekretion von Flolp ins Kulturmedium
festgestellt werden, dass die N-terminale Doméne fiir die Zellaggregation und der C-terminale
GPI-Anker zur Zellwandverankerung notwendig sind (Andreu & Li del Olmo, 2018; Bony et
al., 1997). Matsumoto et al. (2002) generierten ein System zum Oberflichendisplay einer
Lipase aus R. oryzae, welches auf einer C-terminalen Fusion mit der ,,flocculation functional
domain® beruht und somit eine Moglichkeit zum YSD von Proteinen bietet, deren aktives
Zentrum C-terminal lokalisiert ist (Andreu & Li del Olmo, 2018; Matsumoto et al., 2002).
Der Einsatz der C-terminalen GPI-Domine zur Zellwandverankerung einer Glukoamylase aus
R. oryzae als auch der EstA aus B. gladioli iiber eine N-terminale Fusion konnte erfolgreich
demonstriert werden (Andreu & Li del Olmo, 2018; Breinig et al., 2006; Sato et al., 2002).

Die Gruppe der Pir-Proteine (,,proteins with internal repeats) umfasst im Gegensatz zu den
GPI-CWPs vier Vertreter (PIRI-4) und das PIR-Paralog PIRS, die sich dadurch auszeichnen,
dass sie kein GPI-Signal zur Zellwandverankerung besitzen und untereinander eine hohe
Ahnlichkeit aufweisen (Andreu & Li del Olmo, 2018; Ecker et al., 2006; Toh-E et al., 1993;
Yang et al., 2014). Zusitzlich lassen sie sich durch eine SDS-Behandlung aus der Zellwand
losen (Andreu & Li del Olmo, 2018; Castillo et al, 2003). Die ausschlielich
O-glykosylierten Proteine besitzen ein N-terminales Signalpeptid, ein durch die Endoprotease
Kex2p prozessierbares Propeptid, eine Region mit sich wiederholenden Repeats und einen
konservierten C-Terminus mit vier Cysteinresten (Andreu & Li del Olmo, 2018; Mrsa et al.,
1997; Toh-E et al., 1993; Yang et al., 2014). Die sich wiederholenden Regionen bestehen aus
18-19 Aminosduren, wovon acht hoch konserviert sind, und sie treten je nach Pir-Protein in
unterschiedlichen Héufigkeiten auf. Beispielsweise verfiigen Pirlp und Pir3p iiber acht
interne Repeats, wohingegen Pir2p elf und Pir4p nur einen einzelnen Aminoséure-Repeat
besitzen (Andrés et al., 2005; Mrsa et al., 1997; Yang et al., 2014). Bei den Pir-Proteinen sind
zwei Moglichkeiten zur Zellwandverankerung moglich. Zum einen kénnen die Proteine durch
eine Esterbindung der y-Carboxylgruppe des zweiten Glutamins innerhalb der konservierten
Sequenz der Repeats eine Verbindung mit den B-1,3-Glukanen der Hefezellwand eingehen.
Hierbei reicht eine repetitive Sequenz fiir die Zellwandbindung aus; der Grad der Bindung
erhoht sich jedoch mit zunehmender Repeat-Anzahl (Sumita et al., 2005; Yang et al., 2014).

Zum anderen konnen Pir-Proteine durch die am C-Terminus lokalisierten Cysteinreste
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Disulfidbriicken mit spezifischen Zellwandkomponenten eingehen und ebenfalls an die
Zellwand von S. cerevisiae binden. Anhand von Studien mit Pirdp konnte gezeigt werden,
dass dessen Bindung trotz einer Deletion der internen Repeats mithilfe der Disulfidbriicken
hergestellt werden konnte, was vermuten ldsst, dass nicht beide Bindungsstellen zur
Zellwandverankerung notwendig sind (Castillo et al., 2003; Yang et al., 2014). Durch die
C-terminale Fusion mit Pir-Proteinen konnten beispielsweise neben hefeeigenen auch humane
Glykosyltransferasen funktionell auf der Zelloberflache verankert werden (Abe et al., 2003;
Lozanci¢ et al., 2019; Shimma et al., 2006; Shimma & Jigami, 2004; Yang et al., 2014).
Interne Fusionen mit einer Xylanase A aus Bacillus sp. BP7, einer Lipase A aus
Bacillus subtilis oder dem VP8*-Fragment des Rotavirus-Spikeproteins wurden ebenfalls
untersucht (Andrés et al., 2005, 2006; Mormeneo et al., 2008; Yang et al., 2014). N-terminale
Fusionskonstrukte zwischen Proteinen und Pir-Proteinen wurden bisher nur durch die
Verankerung von eGFP auf der Zelloberflache von P. pastoris nachgewiesen, jedoch konnten
inzwischen auch [B-Laktamasen nach strukturellen Untersuchungen von Pir2p erfolgreich

verankert werden (Martini¢ Cezar et al., 2023; Wang et al., 2008; Yang et al., 2014).

1.4 Zellwandimmobilisierung durch Verankerungssysteme

1.4.1 Zellwandverankerung durch Kohisin-Dockerin-Interaktion

Neben der direkten Verankerung von Proteinen {iber die Fusion mit Zellwandankern kann die
Immobilisierung auch {iber ein zweistufiges System erfolgen, das auf der Interaktion von
Kohidsinen mit Dockerinen beruht. Die Interaktionspartner wurden erstmalig im
Zusammenhang mit dem sogenannten Zellulosom des thermophilen Bakteriums
Clostridium thermocellum beschrieben und konnten bereits auch um Systeme in den
mesophilen Organismen Clostridium cellulovorans und Clostridium cellulolyticum erweitert
werden (Bayer et al., 2004; Doi & Kosugi, 2004; Ito et al., 2009; Lamed et al., 1983). Das
Zellulosom stellt einen Multienzym-Komplex anaerober Bakterien dar, der zur Hydrolyse von
pflanzlicher Zellulose durch eine Vielzahl an Zellulasen dient, die in synergistischer Art und
Weise die Degradation katalysieren. Es besteht aus nicht-enzymatischen Gertistproteinen, die
mehrere Kohésin- und Zellulose-bindende Module (,,cellulose-binding module”, CBM)
tragen. Zellulolytische Enzyme besitzen zu den Kohésin-Doméanen komplementédre Dockerin-
Module, welche iiber hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen eine
starke Interaktion eingehen und die Verankerung der Enzyme iiber das Zellulosom an der

Zelloberflache ermoglichen (Adams et al., 2006; Bayer et al., 2004; Carvalho et al., 2003;
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Mechaly et al., 2001; Tang et al., 2018). Dockerine besitzen eine Grofle von ca. 70 AS, wobei
sie zwei duplizierte Bereiche besitzen, die in Teilen den ,,calcium-binding loops* von
EF-Hand-Motiven strukturell dhneln (Bayer et al., 2004; Chauvaux et al., 1990; Salamitou et
al., 1992; Tokatlidis et al., 1991). Es konnte nachgewiesen werden, dass die Dockerin-
Interaktion Calcium-abhingig ist und die duplizierten Sequenzen fiir die Kohdsin-Bindung
verantwortlich sind (Bayer ef al., 2004; Choi & Ljungdahl, 1996; Fierobe ef al., 1999; Lytle et
al., 2001; Lytle & Wu, 1998; Pages et al., 1997; Yaron et al., 1995). Dieses Interaktions-
modell konnte bereits zum Zelloberflachendisplay von Endoglukanasen und B-Glukosidasen
iiber Kohédsine und Dockerine aus C. cellulovorans zum Zelluloseabbau durch eine
Verankerung iiber a-Agglutinin in der Zellwand von S. cerevisiae eingesetzt werden (Ito et
al., 2009). Wen et al. (2010) konnten erstmalig ein funktionelles, dreiteiliges Minizellulosom
mithilfe des Agal-Aga2-Systems erfolgreich zur Ethanolproduktion in S§. cerevisiae
exprimieren. Hierbei konnte eine erhohte Aktivitit der Enzyme im Vergleich zu freien oder
direkt immobilisierten Enzymen festgestellt werden (Anandharaj et al., 2020; Huang et al.,
2014; Wen et al., 2010). In S. cerevisiae konnten bisher bis zu zwolf Enzyme gleichzeitig
iiber ein Minizellulosom ,displayed werden, wohingegen inzwischen ein System fiir
Kluyveromyces marxianus generiert wurde, welches bis zu 63 Enzyme gleichzeitig zur

Ethanolherstellung erfolgreich prisentieren konnte (Anandharaj et al., 2020; Fan et al., 2012).

1.4.2 Zellwandverankerung durch ZZ-Fc-Interaktion

Ein weiteres Modell zur Immobilisierung von Proteinen auf der Hefezelloberflache basiert auf
einer Interaktion zwischen einer ZZ-Domidne und dem  Fc-Fragment des
Immunglobulins G (IgG). Die Z-Domine stellt eine anhand von Sequenzanalysen synthetisch
hergestellte Doméne dar, die mittels Protein-Engineering einer der IgG-Bindedomédnen des
Protein A aus S. aureus (Doméne B) zur Konstruktion von Fusionsproteinen nachempfunden
wurde (Nilsson et al., 1987; Tashiro et al., 1997). Sie wurde durch das Ersetzen von
Aminoséduren an zwei unterschiedlichen Positionen generiert, was keine Beeintrachtigung der
IgG-Bindungsaffinitit zur Folge hatte (Cedergren et al., 1993; Nilsson et al., 1987; Shibasaki
et al., 2007; Tashiro et al., 1997). Das Protein A besitzt fiinf zueinander stark homologe 1gG-
Bindedoménen (E, D, A, B, C), die jeweils 58 Aminosédurereste umfassen (Cedergren et al.,
1993; Uhlén et al., 1984). Auf Grundlage von kristallografischen Untersuchungen der
Protein A-IgG-Interaktion konnte fiir die Doméne B festgestellt werden, dass die Bindung
durch die Interaktion zweier a-Helices mit den CH2- und CH3-Doménen des Fc-Fragments

zustande kommt (Cedergren et al., 1993; Deisenhofer, 1981). Das Protein A zeigte dabei vor
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allem eine Affinitdt fiir mehrere humane IgG-Klassen (IgG1, IgG2 und IgG4) sowie fiir alle
IgG-Klassen in Hasen (Kronvall & Williams, 1969; Lind & Mansa, 1968; Nakamura et al.,
2001).

Z-Doménen wurden im Jahr 2001 als Wiederholung zweier identischer Doméinen
(ZZ-Domine) auf der Zelloberfliche von S. cerevisiae mithilfe des Zellwandankers Saglp
immobilisiert, was mittels ELISA und IgG-Aufreinigungen aus Serumproben erfolgreich
nachgewiesen werden konnte (Nakamura ef al., 2001). Basierend auf diesem System konnte
die Oberflichenexpression von eGFP fluoreszenzmikroskopisch bestitigt und eine
Riickgewinnung der R. oryzae Lipase aus dem Kulturmedium erreicht werden (Shibasaki et
al., 2007). Weiterfilhrend konnte durch die Fusion des Fc-Fragments mit der
Endoglukanase II aus 7. reesei und durch die Immobilisierung iiber ZZ ein Abbau von
Zellulose katalysiert werden (Ito et al., 2009). Die ZZ-Fc-Interaktionssysteme konnten
zusétzlich zur Verankerung iiber Saglp auch iiber Flolp in der Hefezellwand verankert

werden (Katsurada et al., 2021; Shimojyo et al., 2003).

1.5 Zellwandverankerung unterschiedlicher Enzymklassen

1.5.1 Esterase A aus Burkholderia gladioli

Die Klasse der Hydrolasen teilt sich in Carboxylesterasen (EC 3.1.1.1) und
Triacylglycerollipasen (EC 3.1.1.3) auf. Sie katalysieren die Hydrolyse kurz- und langkettiger
Ester niederer Carbonsduren in einen Alkohol und eine Carbonsidure und besitzen ein
breitgefachertes Substratspektrum mit hoher Stereospezifitit, was sie flir einen verstirkten
biotechnologischen Einsatz in der Nahrungsmittel- und Pharmaindustrie oder auch bei der
Herstellung medizinischer Produkte attraktiv macht (Bornscheuer, 2002; Jaeger & Reetz,
1998; Schmid & Verger, 1998; Singh et al., 2006). Eine im Jahr 1998 entdeckte
Carboxylesterase stellt die Esterase A (EstA) aus dem gram-negativen Bodenbakterium
B. gladioli dar (Schlacher et al., 1998). Das monomere Enzym umfasst eine Gréfle von
351 AS und setzt die Substrate p-Nitrophenylacetat und o-Nitrophenylbutyrat zu
p-Nitrophenol und Acetat bzw. o-Nitrophenol und Butyrat ohne die Notwendigkeit von
Kofaktoren um (Breinig et al., 2006; Schlacher et al., 1998; Schultheiss et al., 2002).
Zwischenzeitlich konnten neben EstA auch die Esterasen B und C aus B. gladioli identifiziert
und charakterisiert werden, welche strukturelle Ahnlichkeiten zu B-Laktamasen (EstB) oder
pflanzlichen Lyasen (EstC) besitzen (Reiter et al., 2000; Wagner et al., 2002). EstA wurde
erstmalig mithilfe des Autotransporter-Systems an der Zelloberfliche von E. coli
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immobilisiert und konnte durch den Umsatz der Substrate p-Nitrophenylacetat und
a-Naphtylacetat in einer aktiven Form nachgewiesen werden (Schultheiss et al., 2002).
Breinig et al. (2006) fiihrten Experimente zur Immobilisierung der EstA auf der Oberflache
von S. cerevisiae durch, bei welchen das Enzym mit den hefeeigenen Ankerproteinen Cwp2p
und Flolp fusioniert wurde. Im Vergleich zum Autotransporter-basierten Oberflachendisplay
der EstA konnten fiir S. cerevisiae um ein Vielfaches hohere spezifische Aktivititen

festgestellt werden (Breinig et al., 2006; Schultheiss et al., 2002).

1.5.2 Mannitol- und Sorbitoldehydrogenase aus Rhodobacter sphaeroides

Die Mannitol- und Sorbitoldehydrogenase stellen Vertreter der NAD'-abhiingigen
Polyoldehydrogenasen dar, die im Rhodobacter sphaeroides-Stamm Si4 identifiziert werden
konnten (Schauder et al., 1995; Schneider et al., 1995; Schneider & Giffhorn, 1989). Das
gram-negative, schwefelfreie Bodenbakterium R. sphaeroides besitzt einen &uBerst
vielseitigen Metabolismus, der je nach Wachstumsbedingungen photoautotroph, -heterotroph
oder chemoheterotroph bzw. -autotroph sein kann. Hierbei konnen eine Vielzahl organischer
Substrate wie z. B. Zucker, Polyole oder auch Formaldehyd mittels Fotosynthese, Respiration
oder Fermentation verstoffwechselt werden (Barber & Donohue, 1998; Kahle et al., 1992,
Mackenzie et al, 2001). Die Mannitoldehydrogenase (MDH; D-Mannitol: NAD"
2-Oxidoreduktase; EC 1.1.1.67) wurde erstmalig von Schneider & Gifthorn (1989)
identifiziert und konnte im Jahr 1993 erfolgreich sequenziert und kloniert werden (Schneider
et al., 1993). Sie wird vom m¢/K-Gen kodiert und umfasst 476 AS mit einem Molekular-
gewicht von 51,4 kDa. Die Besonderheiten der MDH bestehen darin, dass sie aufgrund ihrer
Grofe weder zu den ,,short-“ noch zu den ,,medium-chain®“-Dehydrogenasen zahlt und ein
Monomer darstellt (Persson et al., 1991b; Schneider ef al., 1993). Sie gehort der Gruppe der
heterogenen ,,long-chain“-Dehydrogenasen an, die nur in einzelnen Segmenten Ahnlichkeiten
zueinander aufweisen, was sie besonders interessant fiir biotechnologische Anwendungen
macht (Persson et al., 1991a; Schneider, 1994; Schneider et al., 1993). Die MDH ist fiir die
Oxidation der Polyole D-Mannitol, D-Sorbitol, D-Xylitol und D-Arabinitol zu D-Fruktose
bzw. D-Ribulose unter Reduktion des Kofaktors NAD" zustindig. AuBerdem kann die MDH
auch die Riickreaktion von D-Fruktose zu D-Mannitol unter Oxidation von NADH
katalysieren, wobei sie die groflte Affinitdt zu D-Mannitol aufweist (Schneider & Gifthorn,
1989; Schwartz et al., 1994). Im Gegensatz zur MDH zidhlt die Sorbitol-dehydrogenase (SDH;
L-Iditol: NAD" 2-Oxidoreduktase, EC 1.1.1.14) aufgrund ihrer Groe von 256 AS zur Gruppe
der ,short-chain“-Dehydrogenasen und konnte in einer MDH-defizienten Transposon-
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Mutante identifiziert werden (Schauder et al., 1995; Schneider et al., 1993). Die SDH wird
vom smoS-Gen kodiert und stellt ein Dimer mit zwei identischen Untereinheiten a 29 kDa dar
(Schauder et al., 1995; Stein et al., 1997). Ebenso wie die MDH ist die SDH auf den Kofaktor
NAD" angewiesen und katalysiert die Oxidation von D-Sorbitol zu D-Fruktose. Sie zeigt im
Vergleich zur MDH eine deutlich hohere Affinitdt fiir das Substrat D-Sorbitol und kann
zudem den Umsatz von Galaktitol zu D-Tagatose sowie L-Arabinitol zu L-Ribulose kataly-
sieren (Jose & von Schwichow, 2004; Schauder et al., 1995). Neben der Uberexpression
beider Enzyme konnte die SDH mittels Autodisplay auf der Zelloberfliche von E. coli
priasentiert werden, um ein System zur Herstellung von seltenen Zuckern und Polyolen zu
generieren, welche in der Natur nur in geringer Verfiigbarkeit auftreten und deren industrielle
Herstellung mit aufwendigen sowie kostenintensiven Prozessen verbunden ist (Jose & von

Schwichow, 2004; Mijailovic et al., 2021; Schifer et al., 1997; Stein et al., 1997).

1.5.3 Formiatdehydrogenase aus Rhodococcus jostii

Formiatdehydrogenasen (FDH) zdhlen zu den Vertretern der NAD'-abhingigen
Oxidoreduktasen (EC 1.17.1.9) in einer Vielzahl von Organismen wie z. B. methylotrophen
Bakterien, Hefen oder Pflanzen und wurden erstmalig im Jahr 1950 identifiziert (Boldt &
Ansorge-Schumacher, 2020; Mathews & Vennesland, 1950; Nanba et al., 2003; Shabalin et
al., 2009; Tishkov & Popov, 2006). Sie katalysieren die Oxidation von Formiat zu
Kohlenstoffdioxid bei gleichzeitiger Reduktion von NAD" zu NADH (Castillo et al., 2008).
Aufgrund der Fiahigkeit zur NADH-Generierung sind FDHs besonders attraktiv fiir den
Einsatz in biotechnologischen Kofaktor-Regenerationssystemen, da die Reaktion irreversibel
ablduft und CO; als Produkt einfach aus dem Reaktionsmedium entfernt werden kann. Sie
zeigen zusitzlich ein breites pH-Optimum und sind nicht auf den Einbau von metallischen
Ionen zur Funktionalitidt angewiesen (Boldt & Ansorge-Schumacher, 2020; Castillo et al.,
2008; Krix et al., 1997; Weckbecker et al., 2010). Limitierungen beim Einsatz von FDHs
stellen vor allem hohe Kosten bei der Herstellung, geringe spezifische Aktivititen und
Stabilititen dar (Boldt & Ansorge-Schumacher, 2020; Castillo et al., 2008; Tishkov & Popov,
20006).

Infolge von Datenbankanalysen konnte eine aus Rhodococcus jostii stammende
Formiatdehydrogenase (RjFDH) identifiziert werden, welche aus 400 AS besteht und ein
Homodimer aus Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von je 44,7 kDa darstellt. Die
RjFDH zeichnet sich im Vergleich zu anderen bereits industriell eingesetzten FDHs durch

eine erhohte spezifische Aktivitit und Spezifitit iiber einen gréBeren pH- und
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Temperaturbereich aus, wobei gleichzeitig eine geringere RjFDH-Konzentration eingesetzt
wurde. Thr Temperaturoptimum liegt bei 50 °C und Experimente mit einer optimierten
RjFDH-Mutante ermoglichten die Nutzung von NADP' als Kofaktor mit einer zum
Wildtypenzym vergleichbaren Aktivitidt, wodurch sich die RjFDH als Alternative zur in
Regenerationssystemen herkommlich eingesetzten FDH aus Candida boidinii (CbFDH)
empfiehlt (Boldt & Ansorge-Schumacher, 2020; Slusarczyk et al., 2000; Weckbecker et al.,
2010).

1.5.4 Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase aus Escherichia coli

Die Aktivitdt der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH; EC 1.1.1.49) aus E. coli
wurde zum ersten Mal von Scott & Cohen (1953) beschrieben. Das dimere Protein wird vom
zwf-Gen kodiert, besteht aus 491 AS und weist ein Molekulargewicht von 55,7 kDa auf
(Banerjee & Fraenkel, 1972; Rowland et al., 1994; Rowley & Wolf, 1991; Schiilirmann et al.,
2017). Die Oxidoreduktase ist zentraler Bestandteil des Pentosephosphatwegs und katalysiert
unter hoher Spezifitit die Oxidation von Glukose-6-Phosphat zu 6-Phospho-D-Glukono-1,5-
Lakton unter gleichzeitiger Reduktion des Kofaktors NADP" zu NADPH (Banerjee &
Fraenkel, 1972; Fraenkel, 1968; Olavarria ef al., 2012; Rowley & Wolf, 1991; Scott & Cohen,
1953). Die NADP'-Spezifitit der GGPDH gegeniiber NAD" beruht hierbei auf der Interaktion
zweier Aminosiurereste mit der Phosphatgruppe des NADP* (Fuentealba et al., 2016). Durch
die Féhigkeit der enzymatischen Kofaktor-Regeneration der G6PDH bietet sich ein
vielseitiger Einsatz in biotechnologischen Prozessen an, um einen kostenintensiven Einsatz
von Kofaktoren zu reduzieren (Schiilirmann et al., 2017; Weckbecker et al., 2010). Hierzu
konnten bereits erste Regenerationssysteme generiert werden, wobei das Enzym entweder in
Organismen unterstiitzend liberexprimiert oder auf speziellen Materialien immobilisiert wurde
(Fan et al., 2017; Fried et al., 2013). Fiir E. coli konnte ein auf Autotransporterproteinen
basierendes Regenerationssystem geschaffen werden, bei welchem durch die auf der
Oberflaiche immobilisierte G6PDH eine Cytochrom P450-gekoppelte Reaktion erfolgreich

katalysiert werden konnte (Schiitirmann et al., 2017).
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1.6 Zielsetzung

Eine Vielzahl an Proteinen mit unterschiedlichsten Eigenschaften konnte in der
Vergangenheit bereits mithilfe des ,,Yeast Surface Displays™ auf der Oberfliche von Hefen
immobilisiert werden, was ein breites Spektrum an Anwendungsmoglichkeiten eréffnet. Die
Ziele der vorliegenden Arbeit bestanden darin, bereits bestehende Zellwandverankerungs-
systeme zu optimieren und weitere mehrteilige Systeme in Hefen zu etablieren. Basierend auf
Vorarbeiten von Breinig et al. (2006) mit der bakteriellen EstA aus B. gladioli sollten neben
dem hefeeigenen Zellwandanker Cwp2p weitere N-terminale Fusionskonstrukte mit Sedlp
und Saglp mit verschiedenen Ankerldngen sowie eine C-terminale Verankerung liber Agalp-
Aga2p generiert und in verschiedenen Stimmen der Hefen S. cerevisiae und P. pastoris
getestet werden. Zur weiteren Optimierung der EstA-Expression in S. cerevisiae sollten zwei
Linkersequenzen zwischen Enzym und Zellwandanker eingefiigt werden, um die
extrazellulire Zugdnglichkeit und die EstA-Aktivitit zu erhohen. Des Weiteren wurden
Effekte der Deletion verschiedener Zellwandkomponenten auf die EstA-Immobilisierung in
mutanten Hefestimmen betrachtet. Anhand der Koexpression von ER-Chaperonen und einem
Regulatorprotein der UPR (,,Unfolded protein response) sollten Auswirkungen -einer
verstiarkten Proteinfaltung auf die Oberflaichenexpression betrachtet werden. Potenzielle
Einfliisse von Promotoren und Terminatoren auf die EstA-Aktivitit wurden durch die
Generierung von Konstrukten mit 19 konstitutiven Promotoren sowie sechs Terminatoren
untersucht. Neben den direkten Verankerungssystemen sollten zudem auch zwei mehrstufige
Systeme zur EstA-Verankerung etabliert werden, die auf Protein-Protein-Interaktionen
beruhen. Ein System basierte auf der Interaktion zwischen einer Dockerin Typ 1-Doméne und
dem Kohisin 1 aus C. cellulovorans, was durch die Koexpression zweier Fusionskonstrukte
bestechend aus Kohidsin 1 mit Cwp2p sowie EstA mit Dockerin mit nachfolgendem
Aktivitatsnachweis erzielt werden sollte. Im zweiten System wurde die Interaktion der
synthetisch hergestellten ZZ-Domidne aus S. aureus und dem Fc-Fragment des Immun-
globulins G (IgG) zur EstA-Immobilisierung analysiert.

Dartiber hinaus sollten die Erkenntnisse der EstA-Untersuchungen auf die bakteriellen
Dehydrogenasen MDH und SDH aus R. sphaeroides, RjJFDH aus R. jostii und G6PDH aus
E. coli iibertragen werden, um sie auf der Zelloberfliche von S. cerevisiae zu prasentieren. Es
sollte untersucht werden, ob die Enzymkonformation und die Verwendung der Kofaktoren
NAD" bzw. NADP" eine Immobilisierung funktionell beeinflussen. Als iibergeordnetes Ziel
sollten durch die Immobilisierung erstmalig NADH-/NADPH-Regenerationssysteme mit den

hier betrachteten Kofaktor-abhingigen Dehydrogenasen in Hefen generiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Organismen und Kultivierung

2.1.1 Organismen

2.1.1.1 Hefen und Bakterien

In Tab. 1 sind die in der Arbeit verwendeten E. coli-, S. cerevisiae- und P. pastoris-Stimme

dargestellt.
Tabelle 1: In der Dissertation verwendete E. coli-, S. cerevisiae- und P. pastoris-Stimme mit Angaben zu deren
Genotyp und Referenz.
Stamm Genotyp Referenz
E. coli
BL21 (DE3) F ompT hsdSg (r8~ mg") gal dem (DE3) Novagen
TOP 10 F~ merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ©80lacZAM15 AlacX74 recAl Invitrosen
araD139 A(ara leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endA1 nupG &
TOP 10 F* One F {lacliTnl0 (Tet?)} merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80lacZAM1S AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU Invitrogen

Shot

galK rpsL (Str?) endA1 nupG

S. cerevisiae

BY4742 MATa his341 leu240 lys240 ura340 Winston et al.,
1995
EBY100 MATa ura3-52 trpl leu2-Al his3-4200 pep4.::HIS3 prblAl.6R | goder & Wittrup
canl; GAL 1997; Invitrogen
S86¢ MATa ura3-2 leu2 his3 pral prb2 prcl cpsl [L-O], [M-O] Cooper & Bussey
1989
SEY6210 MATa leu2-3,122 ura3-52 his3-4200 trp1-4901 suc2-49 lys2-801; | Robinson et al.
GAL 1988
W303 MATa/MATa leu2-3,112 trpl-1 canl-100 ura3-1 ade2-1 his3- Rothstein. 1983
11,15 [phi']
P. pastoris
GS115 his4 (Phanotyp: Mut") Invitrogen
KM71 arg4 his4 aox1: ARG4 (Phinotyp: Mut’, ARG") Invitrogen
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Tab. 2 fiihrt die in der Dissertation verwendeten Deletionsmutanten der Hefe S. cerevisiae

BY4742 mit systematischem Namen und Genotyp auf, welche von der Firma Euroscarf

Deutschland bezogen wurden.

Tabelle 2: In der Dissertation verwendete Deletionsmutanten des S. cerevisiae-Stamms BY4742 mit Angaben zu

deren systematischen Namen und Genotypen in alphabetischer Reihenfolge.

Gen Systematischer Name Genotyp

CwP2 | YKLO96W-A MATa; ura340; leu240; his341; lys240; YKLO96W-A: :kanMX4
KRE1 YNL322C MATa; ura3A0; leu2A0; his341; lys240; YNL322C: :kanMX4
KRE2 | YDR483W MAToa; ura340; leu2A0; his341; lys240; YDR483W: :kanMX4
KRE6 | YPRISOW MATa; ura340; leu2A0; his341; lys240; YPRISIW: :kanMX4
MNNI1 | YEROO1IW MATa; ura3A0; leu2A0; his341; lys240; YEROOIW: :kanMX4
MNN2 | YBRO15C MAToa; ura340; leu240; his341; lys240; YBRO15W::kanMX4
MNNS5 | YJL186W MATa; ura340; leu2A0; his341; lys240; YJLISOW: :kanMX4
SEDI YDRO77W MATa; ura3A0; leu2A0; his341; lys240; YDRO77W: :kanMX4

2.1.2 Kultivierungsbedingungen

2.1.2.1 Hefen

Die Kultivierung der S. cerevisiae-Stimme erfolgte in den unten angegebenen Fliissigmedien bei

30 °C und 220 rpm im Schiittler. Wildtypische Hefestimme wurden in YPD-Medium kultiviert. Nach

der Lithiumacetat-Transformation wurden die Hefetransformanten im jeweiligen d/o-Medium

kultiviert. Die Selektion erfolgte anhand ihres Auxotrophie-Markers.

YPD-Medium

Glukose
Pepton

Hefeextrakt

Agar

2,0
2,0
1,0
1,5

Die Glukose und der Agar wurden getrennt autoklaviert.
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SC-Medium

SC-Aminosiuremix

Adenin 2,5 g Phenylalanin 3,0 g
Arginin 1,2 g Serin 22,5 g
Aspartat 6,0 g Threonin 12,0 g
Glutamat 6,0 g Tyrosin 1,8 g
Histidin 1,2 g Tryptophan 1,2 g
Leucin 3,6 g Valin 9,0 g
Lysin 1,8 g Uracil 1,2 g
Methionin 1,2 g

Die Herstellung von selektiven d/o-Medien erfolgte durch das Auslassen der entsprechenden

Aminoséduren im SC-Mix. Die Lagerung des Aminosduremixes erfolgte bei 4 °C.

Zusammensetzung des d/o-Mediums

Glukose 2,00 %
Ammoniumsulfat 0,50 %
d/o-Aminosduremix 0,87 g/l
YNB 1,70 g/l
(Agar 1,50 %)

Glukose und Agar wurden getrennt autoklaviert. Nach dem Autoklavieren wurde das sterilfiltrierte

YNB hinzugegeben.

Die Kultivierung der P. pastoris-Stimme wurde nach dem ,,Pichia Expression Kit*
(Invitrogen) und Diehl (2008) durchgefiihrt. Sie erfolgte in den unten aufgefiihrten Medien
bei 30°C und 220 rpm im Schiittler. Wildtypische Stdmme wurden in YPD-Medium
kultiviert. Die Selektion transformierter P. pastoris-Klone erfolgte auf His d/o-Platten bei
30 °C im Inkubator, wobei grofle Kolonien fiir die anschlieende Expression ausgewihlt, in
His d/o-Flissigmedium angeimpft und bei 30 °C und 220 rpm fiir 24 h kultiviert wurden.
Darauffolgend wurden aus den Ubernachtkulturen Hauptkulturen in BMG-Medium angeimpft
(4 %) und iiber Nacht zwischen 26-28 °C und bei 165 rpm kultiviert. Um die Expression der
ausgewdhlten Klone zu induzieren, wurden die Hauptkulturen auf unterschiedlich

gepuffertem BMM-Medium bei 8.000 rpm fiir 5 min geshiftet. Die Expression wurde fiir
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4-5d bei 165 rpm und verschiedenen Temperaturen (26-28 °C) im Schiittler nach tiglicher
Zugabe von 0,5-1 % Methanol induziert.

BMG-Medium

Glyzerin 20 %
Ammoniumsulfat 1.0 %
YNB 34 %
Biotin 4x10° %
1 M Pufferstammldsung 10 %

Glyzerin und Ammoniumsulfat wurden zuerst autoklaviert. Die Zugabe der sterilfiltrierten Biotin-
Stammlosung und des YNB erfolgte nach Abkiihlen. Vor Gebrauch des Mediums wurde die ent-

sprechende autoklavierte Pufferstammlosung zugegeben.

BMM-Medium

Methanol 1.0 %
Ammoniumsulfat 1.0 %
Casaminoacids 1,0 %
YNB 34 %
Biotin 4x10° %
1 M Pufferstammldsung 10 %

»Casaminoacids® und Ammoniumsulfat wurden zuerst autoklaviert. Die Zugabe der sterilfiltrierten
Biotin-Stammlésung, des Methanols und des YNB erfolgte nach Abkiihlen. Vor Gebrauch des

Mediums wurde die entsprechende autoklavierte Pufferstammldsung zugegeben.

1 M Kalium-Phosphatpuffer pH 6.0

Kalium-Dihydrogenphosphat 118,1 g/l
Dikalium-Hydrogenphosphat 23,0 g/l

1 M Natrium-Phosphatpuffer pH 7.0

Natrium-Dihydrogenphosphat- 118,1 g/l
dihydrat
Dinatrium-Hydrogenphosphat- 23,0 g/l
dihydrat

32



Material und Methoden

500 x Biotin-Stammlésung

Biotin 20,0 %

Die Losung wurde nach Sterilfiltration bei 4 °C gelagert.

YNB-Stamml&sung
YNB 34,0 g/l

Die YNB-Stammlosung wurde vor Gebrauch der BMG- und BMM-Medien frisch angesetzt und
sterilfiltriert.

2.1.2.2 Bakterien

Die Kultivierung der E. coli-Stamme in LB-Fliissigmedium erfolgte bei 37 °C und 220 rpm
im Schiittler bzw. auf LB-Agarplatten bei 37 °C im Inkubator. Die Selektion Plasmid-
tragender E. coli-Kulturen erfolgte entweder durch die Zugabe von 50 pg/ml sterilfiltriertem
Ampicillin  (Stammlésung 50 mg/ml in 50 % Ethanol), 25 pg/ml Chloramphenicol
(Stammldsung 25 mg/ml in Ethanol) oder 50 pg/ml Kanamycin (Stammldsung 50 mg/ml in
H>O dest.) zum Fliissigmedium bzw. zu den Agarplatten.

LB-Medium

Trypton 1,0 %
Hefeextrakt 05 %
NaCl 0,5 %
(Agar L5 %)

Das Medium wurde autoklaviert.

Zur Proteinexpression mithilfe des pET24a(+)-Vektorsystems in E. coli wurde der
BL21 (DE3)-Stamm verwendet. Dieses Expressionssystem wurde erstmalig von Studier &
Moffatt (1986) etabliert und stellt eines der meist verwendeten Expressionssysteme dar,
welches auf der Interaktion der aus dem Bakteriophagen DE3 stammenden T7-RNA-
Polymerase und dessen T7-Promotor beruht (Rosano & Ceccarelli, 2014; Studier & Moffatt,
1986). Die T7-Polymerase wird unter Kontrolle eines /acUV5-Promotors in den Bakterien
exprimiert, wohingegen das Zielgen iiber einen T7-Promotor exprimiert wird, der in einem

multi-copy-Plasmid (z. B. pET-Vektor) vorliegt. Durch die Induktion des /acUV5-Promotors
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mit IPTG konnen unterschiedlichste Zielgene in hohem Mafle transkribiert werden (Daegelen
et al., 2009; Rosano & Ceccarelli, 2014; Studier & Moffatt, 1986; Studier et al., 1990).

Die Expression wurde anhand des ,,pET System Manuals“ der Firma Novagen durchgefiihrt.
Hierbei wurden 50 ml LB-Medium mit 50 pg/ml Kanamycin versetzt und mit einer
Ubernachtkultur (2 %) angeimpft. Bis zum Erreichen einer ODgoo = 0,6-1,0 wurden die
Bakterienkulturen bei 37 °C und 220 rpm im Schiittler inkubiert. Die Proteinexpression wurde
durch die Zugabe von 1 mM IPTG induziert und die Kulturen wurden iiber variable
Zeitraume (mindestens 3 h) bei unterschiedlichen Temperaturen (20 °C, 28 °C, 30 °C)
inkubiert. AnschlieBend wurden die Kulturen 5 min auf Eis gekiihlt, wonach die Bakterien
dann bei 5.000 x g und 4 °C 5 min geerntet wurden. Die Zellpellets wurden nach einem
Waschschritt in kaltem 20 mM Tris/HCI (pH 8,0) je nach weiterer Verwendung bei -80 °C
gelagert oder zum Zellaufschluss (s. 2.7.3.1) eingesetzt. Als Negativkontrollen wurden die
jeweiligen Plasmid-tragenden Kulturen ohne IPTG-Induktion bei ansonsten gleichen

Kultivierungsbedingungen eingesetzt.

2.2 Plasmide

Die in der Dissertation eingesetzten Plasmide sind in Tab. 3 mit Angaben zu Eigenschaften
und Referenzen aufgefiihrt. Die Sequenzen der Enzyme G6PDH, MDH und RjFDH lagen
ausschlieBlich kodonoptimiert fiir S. cerevisiae vor. Weitere Kodonoptimierungen sind an den
entsprechenden Stellen in Tab. 3 vermerkt. Zur Zwischenklonierung und Sequenzierung
wurde der multi-copy-Vektor pYES2.1/V5-His-TOPO® genutzt. Fiir die Proteinexpression
wurden die Vektoren pET24a(+), pFB2, pPIC9, pYDI1, pYTKO083 und pYX242 verwendet.
Mithilfe des ,,MoClo-YTK Plasmid Kits*“ wurden Plasmide aus unterschiedlichen ,,Parts
hergestellt, welche wiederum in einzelnen Plasmiden (pYTKO001-pYTKO096) vorlagen und je
nach Verwendung zur Klonierung durch ,,Golden Gate-Assembly* eingesetzt wurden (Lee et

al., 2015).
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Tabelle 3: In der Dissertation verwendete Plasmide mit Angaben zu deren Eigenschaften und Referenz. Die
Sequenzen der Enzyme G6PDH, MDH und RjFDH wurden zur Expression in Hefe fiir S. cerevisiae kodon-
optimiert. Zur Herstellung von Plasmiden aus unterschiedlichen ,,Parts* wurde das ,,MoClo-YTK Plasmid Kit*

verwendet.

Bezeichnung Eigenschaften Referenz

Gateway-Expressionsvektor mit EROI-ORF, Amp~,
URA3-Marker, (His)s-Tag, HA-Epitop, 3C-Protease-
Schnittstelle, Protein A Bindestelle (ZZ-Doméne),
induzierbarem GALI-Promotor

pBG1805-ERO1 Horizon

Gateway-Expressionsvektor mit KAR2-ORF, AmpR,
URA3-Marker, (His)s-Tag, HA-Epitop, 3C-Protease-
Schnittstelle, Protein A Bindestelle (ZZ-Domaéne),
induzierbarem GAL [-Promotor

pBG1805-KAR2 Horizon

Gateway-Expressionsvektor mit PD//-ORF, AmpR,
URA3-Marker, (His)s-Tag, HA-Epitop, 3C-Protease-
Schnittstelle, Protein A Bindestelle (ZZ-Doméne),
induzierbarem GALI-Promotor

pBG1805-PDI1 Horizon

E. coli-Expressionsvektor (5,3 kb), IPTG-
pET24a(+) induzierbarer T7-Promotor, Kan®, N-terminales T7- Novagen
und C-terminales (His)s-Tag

pET24a(+) mit Fusionskonstrukt aus EstA aus
pET24a(+) EstA-Dock B. gladioli und Dockerin Typ 1-Doméne aus Diese Arbeit
C. cellulovorans, als BamHI/Xhol-Fragment kloniert

pET24a(+) mit Fusionskonstrukt aus EstA aus

B. gladioli und Fc-Doméne des humanen IgG1. Fc
pET24a(+) EstA-Fc besteht aus hinge-, CH2- sowie CH3-Region und ist Diese Arbeit
flir E. coli kodonoptimiert, als BamHI/Xhol-Fragment
kloniert

pET24a(+) mit Fusionskonstrukt aus G6PDH aus
pET24a(+) G6PDH-Dock E. coliund Dockerin Typ 1-Domine aus Diese Arbeit
C. cellulovorans, als BamH1/Xhol-Fragment kloniert

pET24a(+) mit Fusionskonstrukt aus G6PDH aus

E. coli und Fc-Domine des humanen IgG1. Fc besteht
pET24a(+) G6PDH-Fc aus hinge-, CH2- sowie CH3-Region und ist fiir Diese Arbeit
E. coli kodonoptimiert, als BamHI/Xhol-Fragment
kloniert

pET24a(+) mit Fusionskonstrukt aus MDH aus
pET24a(+) MDH-Dock R. sphaeroides und Dockerin Typ 1-Doméne aus Diese Arbeit
C cellulovorans, als EcoRl/Notl-Fragment kloniert

pET24a(+) mit Fusionskonstrukt aus MDH aus

R. sphaeroides und Fc-Doméne des humanen IgG1.
pET24a(+) MDH-Fc Fc besteht aus hinge-, CH2- sowie CH3-Region und Diese Arbeit
ist fiir E. coli kodonoptimiert, als EcoRIl/NotI-
Fragment kloniert
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pET24a(+) RjFDH-Dock

pET24a(+) mit Fusionskonstrukt aus RjFDH aus
R. jostii und Dockerin Typ 1-Doméne aus
C cellulovorans, als EcoRl/Notl-Fragment kloniert

Diese Arbeit

pET24a(+) RjFDH-Fc

pET24a(+) mit Fusionskonstrukt aus RjFDH aus

R. jostii und Fc-Doméne des humanen IgG1. Fc
besteht aus hinge-, CH2- sowie CH3-Region und ist
fiir E. coli kodonoptimiert, als EcoRl/NotI-Fragment
kloniert

Diese Arbeit

pET24a(+) SDH-Dock

pET24a(+) mit Fusionskonstrukt aus SDH aus
R. sphaeroides und Dockerin Typ 1-Doméne aus
C cellulovorans, als EcoRl/Notl-Fragment kloniert

Diese Arbeit

pET24a(+) SDH-F¢

pET24a(+) mit Fusionskonstrukt aus SDH aus

R. sphaeroides und Fc-Doméne des humanen IgGl1.
Fc besteht aus hinge-, CH2- sowie CH3-Region und
ist fir E. coli kodonoptimiert, als EcoRI/NofI-
Fragment kloniert

Diese Arbeit

pFB2

Multi-copy Shuttle-Vektor fiir S. cerevisiae,
konstitutiver PGK I-Promotor, AmpR, URA3-Marker

enthdlt KRE-SS und C-Terminus des CWP2-Ankers,
basiert auf YEp352 bzw. pPGK (Kang et al., 1990)

Breinig &
Schmitt, 2002

YEp352

2u Hefe/E. coli ,,shuttle“~-Vektor (5,6 kb),
konstitutiver PGKI-Promotor, Amp® und URA3-
Marker; MCS aus pUCI18

Hill et al.,
1986

pFB2-EstA

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, Esterase A
aus B. gladioli und C-Terminus des CWP2-Ankers

Breinig et al.,
2006

pFB2-SDH

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS,
Sorbitoldehydrogenase aus R. sphaeroides und
C-Terminus des CWP2-Ankers

Rau, 2004

pFB2-Avi-CWP2

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, Avi-Tag
und C-Terminus des CWP2-Ankers, als Xhol/Bg/lI-
Fragment kloniert

Diese Arbeit

pFB2-EstA-Agg

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, EstA aus
B. gladioli und C-Terminus des a-Agglutinin-Ankers
(SAG1), als Xhol/BgllI-Fragment kloniert

Diese Arbeit

pFB2-EstA-Dock (kodonopt.)

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KREI-SS, EstA aus
B. gladioli und fiir S. cerevisiae kodonoptimierter
Dockerin Typ 1-Doméne aus C. cellulovorans

Diese Arbeit

pFB2-EstA-Dock-V5

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, EstA aus
B. gladioli und C-terminal V5-getaggter Dockerin
Typ 1-Doméne aus C. cellulovorans

Diese Arbeit

36




Material und Methoden

Tabelle 3: Fortsetzung

pFB2-EstA-Fe-IgG1

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, EstA aus
B. gladioli und Fc-Domine des humanen IgG1. Fc
besteht aus hinge-, CH2- sowie CH3-Region und ist
flir S. cerevisiae kodonoptimiert, Fc als HindIIl/BgllI-
Fragment kloniert

Diese Arbeit

pFB2-EstA-SED1

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KREI-SS, EstA aus
B. gladioli und C-Terminus des SED1-Ankers, als
Xhol/Bglll-Fragment kloniert

Diese Arbeit

pFB2-G6PDH-Agg

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, G6PDH
aus E. coli und C-Terminus des a-Agglutinin-Ankers
(SAG1), als Xhol/BgllI-Fragment kloniert

Diese Arbeit

pFB2-G6PDH-CWP2

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, G6PDH
aus E. coli und C-Terminus des CWP2-Ankers, als
Xhol/Bglll-Fragment kloniert

Diese Arbeit

pFB2-G6PDH-SED1

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, G6PDH
aus E. coli und C-Terminus des SED1-Ankers, als
Xhol/Bglll-Fragment kloniert

Diese Arbeit

pFB2-Koh-CWP2

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE/-SS, Kohésin-
Doméne 1 aus C. cellulovorans und C-Terminus des
CWP2-Ankers, als Xhol/Bglll-Fragment kloniert

Diese Arbeit

pFB2-MDH-Agg

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, MDH aus
R. sphaeroides und C-Terminus des a-Agglutinin-
Ankers (SAGI), als Xhol/Bglll-Fragment kloniert

Diese Arbeit

pFB2-MDH-CWP2

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE/-SS, MDH aus
R. sphaeroides und C-Terminus des CWP2-Ankers,
als Xhol/Bglll-Fragment kloniert

Diese Arbeit

pFB2-MDH-SED1

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, MDH aus
R. sphaeroides und C-Terminus des SED 1-Ankers,
als Xhol/BgllI-Fragment kloniert

Diese Arbeit

pFB2-RjFDH-Agg

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, RjFDH aus
R. jostii und C-Terminus des a-Agglutinin-Ankers
(SAG1), als Xhol/Bglll-Fragment kloniert

Diese Arbeit

pFB2-RjFDH-CWP2

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, RjFDH aus
R. jostii und C-Terminus des CWP2-Ankers, als
Xhol/Bglll-Fragment kloniert

Diese Arbeit

pFB2-RjFDH-SEDI

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, RjFDH aus
R. jostii und C-Terminus des SED1-Ankers, als
Xhol/Bglll-Fragment kloniert

Diese Arbeit

pFB2-SDH-Agg

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, SDH aus
R. sphaeroides und C-Terminus des a-Agglutinin-
Ankers (SAGI), als Xhol/Bglll-Fragment kloniert

Diese Arbeit
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pFB2-SDH-SED1

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, SDH aus
R. sphaeroides und C-Terminus des SED 1-Ankers,
als Xhol/BgllI-Fragment kloniert

Diese Arbeit

pFB2-Strep-CWP2

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS,
Streptavidin aus Streptomyces avidinii und
C-Terminus des CWP2-Ankers, als Xhol/BgllI-
Fragment kloniert

Diese Arbeit

pFB2-V5-Koh-CWP2

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE[-SS, N-terminal
V5-getaggter Kohdsin-Doméne 1 aus
C. cellulovorans und C-Terminus des CWP2-Ankers

Diese Arbeit

pFB2-yeGFP-Dock

pFB2 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, yeGFP und
Dockerin Typ 1-Doméne aus C. cellulovorans

Diese Arbeit

HAC1-single-copy Centromer-Vektor, konstitutiver

Valkonen et

TRRL PGK-Promotor, AmpR, LEU2-Marker al., 2003
Episomaler S. cerevisiae-multi-copy-
. Expressionsvektor (7,0 kb), konstitutiver PGK - Bernardy,
PRCAS Promotor und -Terminator, URA3-Marker; 2006
basiert auf YEp352 bzw. pPGK (Kang et al., 1990)
pPGK mit Fusionskonstrukt aus KRE/-SS und Biotin
pPGK-Krel-BirA Ligase A (BirA) aus E. coli, kloniert als Xhol/BgIll- Diese Arbeit
Fragment in pPGK-6xHis/Xa/GST
integrativer P. pastoris-Expressionsvektor (8,0 kb),
pPIC9 Methanol-induzierbarer AOX1-Promotor und Invitrogen

-Terminator, AmpR, HIS4-Marker, a-MFss

pPIC9-EstA-CWP2

pPIC9 mit Fusionskonstrukt aus EstA aus B. gladioli
und C-Terminus des CWP2-Ankers

Miiller, 2008

pPIC9-EstA-Agg

pPIC9 mit Fusionskonstrukt aus EstA aus B. gladioli
und C-Terminus des a-Agglutinin-Ankers (SAG/) als
EcoR1/Avrll-Fragment hinter a-MFss kloniert

Diese Arbeit

pPIC9-EstA-Dock

pPIC9 mit Fusionskonstrukt aus EstA aus B. gladioli
und Dockerin Typ 1-Doméne aus C. cellulovorans als
EcoRl/AvrIl-Fragment hinter a-MFss kloniert

Diese Arbeit

pPIC9-EstA-SED1

pPIC9 mit Fusionskonstrukt aus EstA aus B. gladioli
und C-Terminus des SED1-Ankers als EcoRI/Avrll-
Fragment hinter a-MFss kloniert

Diese Arbeit

pPIC9-Koh-CWP2

pPIC9 mit Fusionskonstrukt aus Kohésin-Domaéne 1
aus Clostridium cellulovorans und C-Terminus des
CWP2-Ankers als EcoRI/AvrIl-Fragment hinter
o-MFss kloniert

Diese Arbeit
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pPIC9 mit Fusionskonstrukt aus MDH aus

R. sphaeroides und C-Terminus des a-Agglutinin-
Ankers (SAG]I) als EcoRI/AvrII-Fragment hinter
a-MFss kloniert

pPIC9-MDH-Agg Diese Arbeit

pPIC9 mit Fusionskonstrukt aus MDH aus
pPIC9-MDH-CWP2 R. sphaeroides und C-Terminus des CWP2-Ankers Diese Arbeit
als EcoRl/AvrlI-Fragment hinter a-MFss kloniert

pPIC9 mit Fusionskonstrukt aus MDH aus
pPIC9-MDH-SED1 R. sphaeroides und C-Terminus des SED1-Ankers als | Diese Arbeit
EcoRl/AvrIl-Fragment hinter a-MFss kloniert

S. cerevisiae-Expressions- und Displayvektor

(5,0 kb), induzierbarer GAL I-Promotor, AmpX,
TRPI-Marker, AGA2-Gen zur Fusion und zum
Display von Zielproteinen auf Zelloberfldche von
EBY 100, Nachweis iiber Xpress™-, V5- oder (His)s-
Tag

pYD1 Invitrogen

pYDI mit Fusionskonstrukt aus C-terminaler Fusion
pYD1-EstA-V5-Stopp von AGA2 und EstA aus B. gladioli mit C-terminalem | Diese Arbeit
V5-Tag, iliber In-Fusion-Cloning kloniert

pYD1 mit Fusionskonstrukt aus C-terminaler Fusion
von AGA2, den Kohédsin-Doménen 1 und 2 aus
pYD1-Koh1-Koh2-ZZ C. cellulovorans und doppelter Z-Doméne aus
(BamHI/EcoRI) S. aureus mit Gly-Ser-Linker vor jeder Z-Doméne.
Sequenz fiir S. cerevisiae kodonoptimiert; 5° BamHI,
3¢ EcoRI

Diese Arbeit

pYD1 mit Fusionskonstrukt aus C-terminaler Fusion
von AGA2, den Kohésin-Doménen 1 und 2 aus
pYD1-Koh1-Koh2-ZZ C. cellulovorans und doppelter Z-Doméne aus
(BamHI/EcoRl/Stopp/Notl) S. aureus mit Gly-Ser-Linker vor jeder Z-Doméne.
Sequenz fiir S. cerevisiae kodonoptimiert; 5° BamHI,
3¢ EcoRl, Stopp, Notl

Diese Arbeit

pYD1 mit Fusionskonstrukt aus C-terminaler Fusion
von AGA2 und MDH aus R. sphaeroides mit
C-terminalem V5-Tag, iiber In-Fusion-Cloning
kloniert

pYD1-MDH-VS5-Stopp Diese Arbeit

pYDI mit Fusionskonstrukt aus C-terminaler Fusion
von AGA2 und SDH aus R. sphaeroides mit
C-terminalem V5-Tag, iiber In-Fusion-Cloning
kloniert

pYD1-SDH-V5-Stopp Diese Arbeit
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pYES2.1/V5-His-TOPO®

S. cerevisiae-Expressionsvektor (5,9 kb),
induzierbarer GALI-Promotor, AmpR, URA3-Marker,
C-terminaler V5- und (His)s-Tag, verwendet zur
Sequenzierung

Invitrogen

pPYES2.1-Avi-CWP2

pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KREI-SS, Avi-
Tag und C-Terminus des CWP2-Ankers mit
C-terminaler AvrII-Schnittstelle zur Klonierung in
pPIC9

Diese Arbeit

pYES2.1-Dockerin-Stopp
(kodonopt.)

pYES2.1 mit Dockerin Typ 1-Doméne aus

C. cellulovorans. Sequenz fiir S. cerevisiae
kodonoptimiert. Ohne Start- und mit Stopp-Kodon;
5¢ Hindlll/Xbal, 3> BamHI/Bgll

Diese Arbeit

pYES2.1-Dock-V5

pYES2.1 mit C-terminal V5-getaggter Dockerin
Typ 1-Doméne aus C. cellulovorans. Ohne Start- und
mit Stopp-Kodon; 5¢ Hindlll/Xbal, 3° BamH1/Bgill

Diese Arbeit

pYES2.1-EstA-Agg

pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, EstA
aus B. gladioli und C-Terminus des a-Agglutinin-
Ankers (SAGI) mit C-terminaler AvrII-Schnittstelle
zur Klonierung in pPIC9

Diese Arbeit

pYES2.1-EstA-Avi

pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KREI-SS, EstA
aus B. gladioli und Avi-Tag mit C-terminaler AvrIl-
Schnittstelle zur Klonierung in pPIC9

Diese Arbeit

pYES2.1-EstA-Dock

pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KREI-SS, EstA
aus B. gladioli und Dockerin Typ 1-Doméne aus

C. cellulovorans mit C-terminaler AvrlI-Schnittstelle
zur Klonierung in pPIC9

Diese Arbeit

pYES2.1-EstA-Dock-V5

pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, EstA
aus B. gladioli und C-terminal V5-getaggter Dockerin
Typ 1-Doméne aus C. cellulovorans. Klonierung als
Xhol/Bglll-Fragment in pFB2

Diese Arbeit

pYES2.1-EstA-SED1

pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, EstA
aus B. gladioli und C-Terminus des SED1-Ankers mit
C-terminaler AvrlI-Schnittstelle zur Klonierung in
pPIC9

Diese Arbeit

pYES2.1-EstA-V5-sekret.

pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, EstA
aus B. gladioli und C-terminalem V5-Tag. Mit Start-
und Stopp-Kodon; 5 Xhol, 3° BamHI, Bglll

Diese Arbeit

pYES2.1-Fe-IgG1

pYES2.1 mit Fc-Doméne des humanen IgG1. Fc
besteht aus hinge-, CH2- sowie CH3-Region und ist
fiir S. cerevisiae kodonoptimiert, ohne Start- und mit
Stopp-Kodon; 5° Hindlll/Xbal, 3° BamHl/Bglll

Diese Arbeit

pYES2.1-G6PDH
(5 EcoR1, 3’ HindI11/Xbal)

pYES2.1 mit G6PDH aus E. coli. 5° EcoRI und
3¢ HindIIl/Xbal mittels PCR amplifiziert, ohne Start-
und Stopp-Kodon

Diese Arbeit
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pYES2.1-G6PDH

pYES2.1 mit G6PDH aus E. coli. 5° HindIll/Xbal und

(5’ HindIll/Xbal, 3* BamHI/Bgl/II mittels PCR amplifiziert, ohne Start- | Diese Arbeit
3> BamHI/BgIll) und mit Stopp-Kodon
pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus G6PDH aus
PYES2.1 G6PDH-Dock E. coli und Dockerin Typ 1-Domine aus . .
. Diese Arbeit
(pET24a(+)) C. cellulovorans, ohne Start- und mit Stopp-Kodon,
zur Klonierung in pET24a(+)
pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS,
Kohisin-Domine 1 aus C. cellulovorans und . .
PYES2.1-Koh-CWP2 C-Terminus des CWP2-Ankers mit C-terminaler Diese Arbeit
Avrll-Schnittstelle zur Klonierung in pPIC9
pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus den Kohésin-
Doménen 1 und 2 aus C. cellulovorans und doppelter
pYES2.1-Koh1-Koh2-ZZ Z-Domine aus S. aureus mit Gly-Ser-Linker vor jeder | Diese Arbeit
Z-Domine. Sequenz fiir S. cerevisiae kodonoptimiert;
5¢ Nhel, BamHI, 3° EcoRlI, Stopp, Notl
pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS und
pYES2.1-Krel-BirA Biotin Ligase A (BirA) aus E. coli mit C-terminaler Diese Arbeit
Avrll-Schnittstelle zur Klonierung in pPIC9
pYES2.1 mit MDH aus R. sphaeroides. Sequenz fiir
pYES2.1-MDH S. cerevisiae kodonoptimiert. 5 EcoRI und Diese Arbeit
(5’ EcoRl1, 3’ HindIIl/Xbal) 3¢ HindIIl/Xbal mittels PCR amplifiziert, ohne Start-
und Stopp-Kodon
pYES2.1 mit MDH aus R. sphaeroides. Sequenz fiir
pYES2.1-MDH (5’ HindI1l/Xbal, | S. cerevisiae kodonoptimiert. 5° HindIIl/Xbal und Diese Arbeit
3> BamHI1/BgIII) 3’ BamHI/Bglll mittels PCR amplifiziert, ohne Start-
und mit Stopp-Kodon
pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, MDH
pYES2.1-MDH-Avi aus R. sphaeroides und Avi-Tag mit C-terminaler Diese Arbeit
Avrll-Schnittstelle zur Klonierung in pPIC9
pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KRE/-SS, MDH
aus R. sphaeroides und Dockerin Typ 1-Domine aus . .
PYES2.1-MDH-Dock C. cellulovorans mit C-terminaler AvrlI-Schnittstelle Diese Arbeit
zur Klonierung in pPIC9
pYES2.1 mit RjFDH aus R. jostii. Sequenz fiir
pYES2.1-RjFDH S. cerevisiae kodonoptimiert. 5 EcoRI und Diese Arbeit
(5’ EcoRl1, 3’ HindIIl/Xbal) 3¢ HindIIl/Xbal mittels PCR amplifiziert, ohne Start-
und Stopp-Kodon
pYES2.1-RjFDH pYES2.1 mlt RjFDH aus R ]OSfll. Sequenz fiir
P S. cerevisiae kodonoptimiert. 5° HindIl1/Xbal und . .
(5" HindII/Xbal, 3* BamHUBg/Il mittels PCR amplifiziert, ohne Start- | D1c5¢ Arbelt
3’ BamH1/Bgill) & p :

und mit Stopp-Kodon
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pYES2.1-SDH
(5 EcoR1, 3’ HindI11/Xbal)

pYES2.1 mit SDH aus R. sphaeroides, 5° EcoRI und
3¢ HindIIl/Xbal mittels PCR amplifiziert, ohne Start-
und Stopp-Kodon

Diese Arbeit

pYES2.1-SDH (5’ HindIIl/Xbal,
3> BamHI1/BgIII)

pYES2.1 mit SDH aus R. sphaeroides,
5¢ Hindlll/Xbal und 3> BamHI/Bgll] mittels PCR
amplifiziert, ohne Start- und mit Stopp-Kodon

Diese Arbeit

pYES2.1-SDH-Avi

pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, SDH
aus R. sphaeroides und Avi-Tag mit C-terminaler
Avrll-Schnittstelle zur Klonierung in pPIC9

Diese Arbeit

pYES2.1-SDH-Dock

pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KRE/-SS, SDH
aus R. sphaeroides und Dockerin Typ 1-Domine aus
C. cellulovorans mit C-terminaler AvrlI-Schnittstelle
zur Klonierung in pPIC9

Diese Arbeit

pYES2.1-Strep-CWP2

pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS,
Streptavidin aus S. avidinii und C-Terminus des
CWP2-Ankers mit C-terminaler AvrII-Schnittstelle
zur Klonierung in pPIC9

Diese Arbeit

pYES2.1-Strep-EstA

pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KREI-SS,
Streptavidin aus S. avidinii und EstA aus B. gladioli
mit C-terminaler Avrll-Schnittstelle zur Klonierung in
pPIC9

Diese Arbeit

PYES2.1-Strep-G6PDH

pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS,
Streptavidin aus S. avidinii und G6PDH aus E. coli
mit C-terminaler AvrlI-Schnittstelle zur Klonierung in
pPIC9

Diese Arbeit

pYES2.1-Strep-MDH

pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS,
Streptavidin aus S. avidinii und MDH aus

R. sphaeroides mit C-terminaler AvrII-Schnittstelle
zur Klonierung in pPIC9

Diese Arbeit

PYES2.1-Strep-RjFDH

pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS,
Streptavidin aus S. avidinii und RjFDH aus R. jostii
mit C-terminaler AvrlI-Schnittstelle zur Klonierung in
pPIC9

Diese Arbeit

pYES2.1-Strep-SDH

pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS,
Streptavidin aus S. avidinii und SDH aus

R. sphaeroides mit C-terminaler AvrII-Schnittstelle
zur Klonierung in pPIC9

Diese Arbeit

pYES2.1-V5-Koh

pYES2.1 mit N-terminal V5-getaggter Kohésin-
Doméne 1 aus C. cellulovorans. Ohne Start- und
Stopp-Kodon; 5 EcoRlI; 3¢ HindIll/Xbal

Diese Arbeit

pYES2.1-V5-Koh-CWP2

pYES2.1 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS,
N-terminal V5-getaggter Kohdsin-Doméne 1 aus

C. cellulovorans und C-Terminus des CWP2-Ankers;
5¢ Xhol; 3¢ BamHI/BgIll

Diese Arbeit
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pYES2.1 mit yeGFP-Sequenz zu Klonierung in

pYES2.1-yeGFP pFB2- und pY X242-Dock-Konstrukte. Ohne Start- Diese Arbeit

und Stopp-Kodon; 5 EcoRI; 3¢ HindIIl/Xbal

pYTK-Vektorreihe des ,,MoClo-Yeast Toolkits* von

Addgene (Addgene Kit #1000000061); Kit umfasst Lee et al
pYTK 96 pYTK-Vektoren mit unterschiedlichen ,,Parts* zur et as.,

. . S 2015

Generierung von Plasmiden zur Expression in

S. cerevisiae

,Part plasmid entry vector® zur Klonierung neuer Lee et al
pYTKO001 ,,Parts* mit GFP-Expressionsdropout und ChI® zur 2015 "

Selektion; ,,Golden Gate-Assembly* iiber BsmBI

pYTK-Vektor mit Part-Typ 1 ,,ConLS* fiir Assembly Lee et al
pYTKO002 in ,,Part Plasmid“ und ChI® zur Selektion; ,,Golden 5 ST Se a-

Gate-Assembly“ tiber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2 ,,pTDH3* fiir Assembly Lee et al
pYTK009 in ,,Part Plasmid* und ChIR zur Selektion; ,,Golden 5 0156 a5

Gate-Assembly“ tiber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2 ,,pCCW12* fiir Lee et al
pYTKO010 Assembly in ,,Part Plasmid* und ChI® zur Selektion; 5 ST Se L

,»Golden Gate-Assembly* iiber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2 ,,pPGKI“ fiir Assembly Lee et al
pYTKO11 in ,,Part Plasmid* und ChIR zur Selektion; ,,Golden 5 0156 a5

Gate-Assembly“ iiber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2 ,,pHHF2* fiir Assembly Lee et al
pYTKO012 in ,,Part Plasmid“ und ChI® zur Selektion; ,,Golden 5 ST Se a-s

Gate-Assembly“ tiber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2 ,,pTEFI* fiir Assembly Lee et al
pYTKO013 in ,,Part Plasmid* und ChI® zur Selektion; ,,Golden 2015 v

Gate-Assembly“ iber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2, pTEF2* fiir Assembly Lee et al
pYTKO014 in ,,Part Plasmid“ und ChI® zur Selektion; ,,Golden 5 ST Se a-s

Gate-Assembly“ tiber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2 ,,pHHF* fiir Assembly Lee et al
pYTKO15 in ,,Part Plasmid* und ChI® zur Selektion; ,,Golden 2015 v

Gate-Assembly“ iber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2 ,,pHTB2* fiir Assembly Lee et al
pYTKO16 in ,,Part Plasmid“ und ChI® zur Selektion; ,,Golden 5 ST Se a-

Gate-Assembly“ iber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2 ,,pRPLI8B* fir Lee et al
pYTKO017 Assembly in ,,Part Plasmid* und ChIR zur Selektion; 2015 v

,»Golden Gate-Assembly* tiber Bsal
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pYTK-Vektor mit Part-Typ 2 ,,pALD6* fiir Assembly

Leeetal,

pYTKO18 in ,,Part Plasmid* und ChI® zur Selektion; ,,Golden 2015

Gate-Assembly* liber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2, pPABI* fiir Assembly Lee et al
pYTKO019 in ,,Part Plasmid“ und ChI® zur Selektion; ,,Golden 5 8‘; Se a-s

Gate-Assembly“ tiber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2 ,,pRET2* fiir Assembly Lee et al
pYTKO020 in ,,Part Plasmid* und ChIR zur Selektion; ,,Golden 5 0156 a5

Gate-Assembly* liber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2 ,,pRNRI* fiir Assembly Lee et al
pYTKO021 in ,,Part Plasmid“ und ChI® zur Selektion; ,,Golden 5 8‘; Se a-s

Gate-Assembly“ tiber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2 ,,pSAC6* fiir Assembly Lee et al
pYTKO022 in ,,Part Plasmid* und ChIR zur Selektion; ,,Golden 5 0156 a5

Gate-Assembly* liber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2 ,,pRNR2* fiir Assembly Lee et al
pYTKO023 in ,,Part Plasmid“ und ChI® zur Selektion; ,,Golden 5 8‘; Se a-

Gate-Assembly“ tiber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2 ,,pPOP6* fiir Assembly Lee et al
pYTKO024 in ,,Part Plasmid* und ChI® zur Selektion; ,,Golden 2015 v

Gate-Assembly* liber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2 ,,pRAD27* fur Lee et al
pYTKO025 Assembly in ,,Part Plasmid* und ChI® zur Selektion; 5 ST Se L

,»Golden Gate-Assembly* iiber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2 ,,pPSP2* fiir Assembly Lee et al
pYTKO026 in ,,Part Plasmid* und ChI® zur Selektion; ,,Golden 2015 v

Gate-Assembly“ tiber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 2 ,, pREVI* fiir Assembly Lee et al
pYTKO027 in ,,Part Plasmid“ und ChI® zur Selektion; ,,Golden 5 8‘; Se a-

Gate-Assembly“ tiber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 4 ,,tTDHI fiir Assembly Lee et al
pYTKO056 in ,,Part Plasmid* und ChI® zur Selektion; ,,Golden 2015 v

Gate-Assembly* liber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 5 ,,ConR1* fiir Assembly Lee et al
pYTKO067 in ,,Part Plasmid“ und ChI® zur Selektion; ,,Golden 201 Se a-

Gate-Assembly“ tiber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 6 ,,LEU2* fiir Assembly Lee et al
pYTKO075 in ,,Part Plasmid* und ChI® zur Selektion; ,,Golden 2015 v

Gate-Assembly* liber Bsal

pYTK-Vektor mit Part-Typ 7 ,,2micron® fiir Lee et al
pYTKO082 Assembly in ,,Part Plasmid* und ChI® zur Selektion; 5 ST Se L

»Golden Gate-Assembly* iiber Bsal
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pYTK-Vektor mit Part-Typ 8 ,,AmpR-ColE1* fiir
Assembly in ,,Part Plasmid“, mRFP1- Leeetal.,
Expressionsdropout und AmpR zur Selektion; 2015

,»Golden Gate-Assembly* tiber Bsal

pYTKO83

pYTKO01 mit durch ,,Golden Gate-Assembly* mit
BsmBI inseriertem EstA-CWP2-Fusionskonstrukt,
pYTKO001-EstA-CWP2 bestehend aus KREI-SS, Esterase A aus B. gladioli Diese Arbeit
und C-Terminus des CWP2-Ankers; Sequenz ist fiir
S. cerevisiae kodonoptimiert

pYTK-pALDG6-EstA-CWP2- pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1¢,

tTDH1 ,»ConLS* (pYTK002), ,,pALD6* (pYTKO18), ,,EstA-
CWP2“ (pYTKO01-EstA-CWP2), ,tTDH1*
(pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron” (pY TK082); iiber
,»Golden Gate-Assembly“ mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1¢,
,ConLS* (pYTK002), ,,p,CCWI12“ (pYTKO010),
pYTK-pCCW12-EstA-CWP2- ,»EstA-CWP2*“ (pYTKO001-EstA-CWP2), ,tADH1“
tADHI1 (pYTKO053), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron* (pY TK082); {iber
,Golden Gate-Assembly* mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1*,
,ConLS“ (pYTK002), ,,p,CCW12“ (pYTKO010),
pYTK-pCCW12-EstA-CWP2- »EStA-CWP2“ (pYTKO001-EstA-CWP2), tENOI1“
tENO1 (pYTKOS51), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron* (pY TK082); {iber
,Golden Gate-Assembly* mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1“,
,ConLS“ (pYTK002), ,,p,CCW12“ (pYTKO010),
pYTK-pCCW12-EstA-CWP2- ,»EStA-CWP2* (pYTKO001-EstA-CWP2), ,tENO2*
tENO2 (pYTKO55), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron” (pY TK082); iiber
,»Golden Gate-Assembly“ mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1¢,
,ConLS* (pYTK002), ,,p,CCW12“ (pYTKO010),
pYTK-pCCW12-EstA-CWP2- ,»EStA-CWP2* (pYTKO001-EstA-CWP2), ,tPGK1*
tPGK1 (pYTKO054), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron” (pY TK082); iiber
,»Golden Gate-Assembly“ mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1*,
,ConLS* (pYTK002), ,,p,CCWI12“ (pYTKO010),
pYTK-pCCW12-EstA-CWP2- ,»EstA-CWP2*“ (pYTKO001-EstA-CWP2), ,tSSAIT*
tSSA1 (pYTKO052), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron” (pY TK082); iiber
,»Golden Gate-Assembly“ mit Bsal kloniert

Diese Arbeit
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pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1¢,
,ConLS* (pYTK002), ,,p,CCW12“ (pYTKO010),
pYTK-pCCW12-EstA-CWP2- ,»EstA-CWP2“ (pYTKO001-EstA-CWP2), ,tTDHI1*
tTDH1 (pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron* (pY TK082); {iber
,Golden Gate-Assembly* mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTK-pHHF1-EstA-CWP2- pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1*,

tTDH1 ,»ConLS* (pYTK002), ,,pHHF1* (pYTKO15), ,,EstA-
CWP2“ (pYTKO001-EstA-CWP2), tTDH1*
(pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron* (pY TK082); {iber
,Golden Gate-Assembly* mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTK-pHHF2-EstA-CWP2- pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1*,

tTDH1 ,»ConLS* (pYTK002), ,,p,HHF2* (pYTKO012), ,,EstA-
CWP2“ (pYTKO001-EstA-CWP2), tTDHI1“
(pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron” (pY TK082); iiber
,»Golden Gate-Assembly“ mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1¢,
,ConLS* (pYTKO002), ,,pbHTB2“ (pYTKO16), ,,EstA-
pYTK-pHTB2-EstA-CWP2- CWP2“ (pYTKO001-EstA-CWP2), ,,tADH1*

tADH1 (pYTKO053), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron” (pY TK082); iiber
,»Golden Gate-Assembly“ mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1¢,
,»ConLS* (pYTKO002), ,,pbHTB2“ (pYTKO16), ,,EstA-
pYTK-pHTB2-EstA-CWP2- CWP2*“ (pYTKO001-EstA-CWP2), ,tENO1*“

tENO1 (pYTKO51), ,,ConR1*“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron* (pY TK082); iiber
,Golden Gate-Assembly* mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1*,
,»ConLS“ (pYTK002), ,,pHTB2“ (pYTKO16), ,,EstA-
pYTK-pHTB2-EstA-CWP2- CWP2“ (pYTKO01-EstA-CWP2), ,,tENO2*

tENO2 (pYTKOS55), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron* (pY TK082); {iber
,Golden Gate-Assembly* mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1*,
,»ConLS“ (pYTK002), ,,pHTB2“ (pYTKO16), ,,EstA-
pYTK-pHTB2-EstA-CWP2- CWP2“ (pYTKO001-EstA-CWP2), ,tPGKI1*

tPGK1 (pYTKO054), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron* (pY TK082); {iber
,Golden Gate-Assembly* mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1*,
,»ConLS* (pYTK002), ,,p,HTB2“ (pYTKO16), ,,EstA-
pYTK-pHTB2-EstA-CWP2- CWP2“ (pYTKO001-EstA-CWP2), ,tSSA1*

tSSA1 (pYTKO052), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron” (pY TK082); iiber
,»Golden Gate-Assembly“ mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

46



Material und Methoden

Tabelle 3: Fortsetzung

pYTK-pHTB2-EstA-CWP2-
tTDH1

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1¢,
,ConLS* (pYTKO002), ,,pbHTB2“ (pYTKO16), ,,EstA-
CWP2*“ (pYTKO001-EstA-CWP2), tTDH1*“
(pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron* (pY TK082); {iber
,Golden Gate-Assembly* mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTK-pPABI1-EstA-CWP2-
tTDH1

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1*,
,»ConLS“ (pYTK002), ,,p,)PAB1“ (pYTKO019), ,,EstA-
CWP2“ (pYTKO001-EstA-CWP2), tTDH1*
(pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron* (pY TK082); {iber
,Golden Gate-Assembly* mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTK-pPGKI1-EstA-CWP2-
tTDH1

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1*,
,»ConLS* (pYTK002), ,,pPGK1“ (pYTKO11), , EstA-
CWP2“ (pYTKOO01-EstA-CWP2), ,tTDH1“
(pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron” (pY TK082); iiber
,»Golden Gate-Assembly“ mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTK-pPOP6-EstA-CWP2-
tTDH1

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1¢,
,ConLS“ (pYTKO002), ,,p)POP6* (pYTKO024), ,,EstA-
CWP2* (pYTKO001-EstA-CWP2), tTDH1*
(pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron” (pY TK082); iiber
,»Golden Gate-Assembly“ mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTK-pPSP2-EstA-CWP2-
tTDH1

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1¢,
,ConLS“ (pYTKO002), ,,pPSP2* (pYTKO026), ,,EstA-
CWP2*“ (pYTKO001-EstA-CWP2), tTDH1*“
(pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron* (pY TK082); iiber
,Golden Gate-Assembly* mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTK-pRAD27-EstA-CWP2-
tTDH1

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1*,
,»ConLS* (pYTKO002), ,,pRAD27“ (pYTKO025),
»EStA-CWP2* (pYTKO001-EstA-CWP2), ,tTDHI1*
(pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron* (pY TK082); {iber
,Golden Gate-Assembly* mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pPYTK-pRET2-EstA-CWP2-
tTDH1

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1*,
,»ConLS“ (pYTK002), ,,pRET2“ (pYTKO020), ,,EstA-
CWP2* (pYTKO001-EstA-CWP2), tTDH1*“
(pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron* (pY TK082); {iber
,Golden Gate-Assembly* mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTK-pREV1-EstA-CWP2-
tTDH1

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1*,
,»ConLS* (pYTKO002), ,,p,REV1“ (pYTKO027), ,,EstA-
CWP2“ (pYTKOO01-EstA-CWP2), ,tTDH1“
(pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron” (pY TK082); iiber
,»Golden Gate-Assembly“ mit Bsal kloniert

Diese Arbeit
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pYTK-pRNR1-EstA-CWP2- pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1¢,

tTDH1 ,»ConLS* (pYTK002), ,,p,RNR1“ (pYTKO021), ,,EstA-
CWP2“ (pYTKO01-EstA-CWP2), ,,tTDH1*
(pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron* (pY TK082); {iber
,Golden Gate-Assembly* mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTK-pRNR2-EstA-CWP2- pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1*,

tTDH1 ,»,ConLS“ (pYTKO002), ,,pRNR2* (pYTKO023), ,,EstA-
CWP2“ (pYTKO001-EstA-CWP2), tTDH1*
(pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron* (pY TK082); {iber
,Golden Gate-Assembly* mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTK-pRPL18B-EstA-CWP2- pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1*,
tTDH1 ,»ConLS* (pYTK002), ,,pRPL18B*“ (pYTKO017),
,»EStA-CWP2* (pYTKO001-EstA-CWP2), ,tTDHI1*
(pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron” (pY TK082); iiber
,»Golden Gate-Assembly“ mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTK-pSAC6-EstA-CWP2- pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1¢,

tTDH1 ,»ConLS* (pYTK002), ,,pSAC6* (pYTKO022), ,,EstA-
CWP2“ (pYTKOO01-EstA-CWP2), ,tTDH1“
(pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron” (pY TK082); iiber
,»Golden Gate-Assembly“ mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1¢,
,ConLS* (pYTKO002), ,,p,TDH3*“ (pYTK009), ,,EstA-
pYTK-pTDH3-EstA-CWP2- CWP2*“ (pYTKO001-EstA-CWP2), tTDH1*“

tTDH1 (pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron* (pY TK082); iiber
,Golden Gate-Assembly* mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTK-pTEF1-EstA-CWP2- pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1*,
tTDH1 ,»ConLS“ (pYTK002), ,,pTEF1“ (pYTKO013), ,,EstA-
CWP2“ (pYTKOO01-EstA-CWP2), ,tTDH1*
(pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron* (pY TK082); {iber
,Golden Gate-Assembly* mit Bsal kloniert

Diese Arbeit

pYTK-pTEF2-EstA-CWP2- pYTKO083-Grundvektor mit ,,AmpR-ColE1*,
tTDH1 ,»ConLS“ (pYTK002), ,,pTEF2“ (pYTKO014), ,,EstA-
CWP2* (pYTKO001-EstA-CWP2), tTDH1*“
(pYTKO056), ,,ConR1“ (pYTKO067), ,,LEU2*
(pYTKO75) und ,,2micron* (pY TK082); {iber
,Golden Gate-Assembly* mit Bsal kloniert

Diese Arbeit
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pYX242

Hefe-Expressionsvektor (9,5 kb), konstitutiver 7PI-
Promotor, AmpR, LEU2-Marker

Novagen

pYX242-EstA-Avi

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, EstA
aus B. gladioli und Avi-Tag, iiber In-Fusion-Cloning
kloniert

Diese Arbeit

pYX242-EstA-CWP2

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE[-SS, EstA
aus B. gladioli und C-Terminus des CWP2-Ankers,
iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-EstA-Dock

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KREI-SS, EstA
aus B. gladioli und Dockerin Typ 1-Doméne aus
C. cellulovorans, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-EstA-Dock (kodonopt.)

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE[-SS, EstA
aus B. gladioli und fiir S. cerevisiae kodonoptimierter
Dockerin Typ 1-Doméne aus C. cellulovorans, iiber
In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-EstA-Fe-IgG1

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, EstA
aus B. gladioli und Fc-Doméne des humanen IgG1.
Fc besteht aus hinge-, CH2- sowie CH3-Region und
ist fiir S. cerevisiae kodonoptimiert, iiber In-Fusion-
Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-EstA-GS-CWP2

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE[-SS, EstA
aus B. gladioli, GS-Linker und C-Terminus des
CWP2-Ankers, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-EstA-GS-SED1

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE/-SS, EstA
aus B. gladioli, GS-Linker und C-Terminus des
SED1-Ankers, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-EstA-L2-CWP2

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE[-SS, EstA
aus B. gladioli, L2-Linker und C-Terminus des
CWP2-Ankers, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-EstA-L2-SED1

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, EstA
aus B. gladioli, L2-Linker und C-Terminus des
SED1-Ankers, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-EstA-SED1

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE[-SS, EstA
aus B. gladioli und C-Terminus des SED 1-Ankers,
iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-Krel-BirA

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS und
Biotin Ligase A (BirA) aus E. coli, iber In-Fusion-
Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-MDH-Avi

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, MDH
aus R. sphaeroides und Avi-Tag, iiber In-Fusion-
Cloning kloniert

Diese Arbeit
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pYX242-MDH-CWP2

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, MDH
aus R. sphaeroides und C-Terminus des CWP2-
Ankers, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-MDH-Dock

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE/-SS, MDH
aus R. sphaeroides und Dockerin Typ 1-Domine aus
C. cellulovorans, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-MDH-GS-CWP2

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, MDH
aus R. sphaeroides, GS-Linker und C-Terminus des
CWP2-Ankers, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-MDH-GS-SED1

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE/-SS, MDH
aus R. sphaeroides, GS-Linker und C-Terminus des
SED1-Ankers, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-MDH-L2-CWP2

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, MDH
aus R. sphaeroides, L2-Linker und C-Terminus des
CWP2-Ankers, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-MDH-L2-SED1

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE/-SS, MDH
aus R. sphaeroides, L2-Linker und C-Terminus des
SED1-Ankers, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-MDH-SED1

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, MDH
aus R. sphaeroides und C-Terminus des SED1-
Ankers, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-SDH-Avi

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, SDH
aus R. sphaeroides und Avi-Tag, tiber In-Fusion-
Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-SDH-CWP2

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE[-SS, SDH
aus R. sphaeroides und C-Terminus des CWP2-
Ankers, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-SDH-Dock

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, SDH
aus R. sphaeroides und Dockerin Typ 1-Domine aus
C. cellulovorans, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-SDH-GS-CWP2

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, SDH
aus R. sphaeroides, GS-Linker und C-Terminus des
CWP2-Ankers, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-SDH-GS-SED1

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, SDH
aus R. sphaeroides, GS-Linker und C-Terminus des
SED1-Ankers, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-SDH-L2-CWP2

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE[-SS, SDH
aus R. sphaeroides, L2-Linker und C-Terminus des
CWP2-Ankers, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit

pYX242-SDH-L2-SED1

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS, SDH
aus R. sphaeroides, L2-Linker und C-Terminus des
SED1-Ankers, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

Diese Arbeit
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pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE[-SS, SDH
pYX242-SDH-SED1 aus R. sphaeroides und C-Terminus des SED1- Diese Arbeit
Ankers, iiber In-Fusion-Cloning kloniert

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS,
pYX242-Strep-EstA Streptavidin aus S. avidinii und EstA aus B. gladioli, | Diese Arbeit
iiber In-Fusion-Cloning kloniert

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS,
pYX242-Strep-MDH Streptavidin aus S. avidinii und MDH aus Diese Arbeit
R. sphaeroides, tiber In-Fusion-Cloning kloniert

pY X242 mit Fusionskonstrukt aus KRE-SS,
pYX242-Strep-SDH Streptavidin aus S. avidinii und SDH aus Diese Arbeit
R. sphaeroides, tiber In-Fusion-Cloning kloniert

2.3 Oligonukleotide
In Tab. 4 sind die in dieser Arbeit verwendeten Primer mit Angaben zu Sequenz,
Eigenschaften und Verwendung dargestellt. Die Primer wurden mithilfe des Programms

PrimerSelect der Firma DNAStar entworfen und von Sigma-Aldrich synthetisiert.

51



Material und Methoden

Tabelle 4: Auflistung der in der Dissertation verwendeten Primer. Dic jeweiligen Restriktionsschnittstellen
sind kursiv dargestellt. Start- und Stopp-Kodons sind unterstrichen. Die zum pYDI1- oder pYX242-Vektor
komplementiren Enden der In-Fusion-Primer sind fett markiert. Mittels PCR angefiigte V5-Tags sind
unterstrichen und fett markiert. Die durch SOE-PCR angefiigten Linkersequenzen sind in griin (GS-) und

hellblau (L2-Linker) dargestellt.

Bezeichnung 5'-3'-Sequenz

PCR
EcoRI

5'-EcoRI-yeGFP GAA TTC TCT AAA GGT GAA GAATTA TTC ACT GGT G
Xbal HindIIl

3'-Xbal/HindIlIl-yeGFP TCT AGA AAG CTT TTT GTA CAA TTC ATC CAT ACC AT
HindIlll  Xbal

5'-Dock-V5 AAG CTT TCT AGA AAA ATC ACA TAT GGA GAT

Bglll  BamHI
AGA TCT GGA TCC TTA AGT ACT ATC AAG ACCTAG TAG TGG
3'-Dock-V5 ATT TGG AAT TGG TTT ACC TGA TGG GAA AAT TGA TAA ATT
ACCAAGTAGG

Bglll  BamHI
AGA TCT GGA TCC TTA AGT ACT ATC AAG ACC TAG TAG TGG ATT

3-EstA-V5 TGG AAT TGG TTT ACC CTT GGT GAC GCC GGC CGC CGC GAT CTG
CTG
5.G6PDH HindIll  Xbal

(5'-HindIIT/Xbal) AAG CTT TCT AGA GCT GTT ACT CAA ACT GCT CAA

Bglll  BamHI

3-G6PDH AGA TCT GGA TCC TTA TTC GAA CTC ATT CCA GGA TCT ACC AT

(3'-Bglll/BamHI)

HindIll  Xbal
5'-MDH (5'-Hindlll/Xbal) | AAG CTT TCT AGA ACC CGC TCC GTC ACC CGT CCC

Bglll  BamHI
3'-MDH (3'-Bgill/BamHI) | AGA TCT GGA TCC TTA GGC CGC GAG GAA GCG CCG CAG CAC

Hindlll ~ Xbal

>-RJFDH AAG CTT TCT AGA GCC AAG ATT TTG TGC GTC TTG TAC G

(5'-HindIIl/Xbal)

Bglll  BamHI

3'-RjFDH AGA TCT GGA TCC TTA GCC CTT TTT AAA CTT AGC AGC TTC TTC
(3'-Bglll/BamHI) AG

EcoRI
5'-SDH (5'-EcoRI) GAA TTC CGG CTC GAC GGC AAG ACC

Xbal HindIIl
TCT AGA AAG CTT GCT CAT CCA GTT GCC GCC GTC CAC GTT GTA

3'-SDH (3'-Xbal/HindIII) GGT C
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5'-SDH (5'-HindIIl/Xbal)

Hindlll ~ Xbal
AAG CTT TCT AGA CGG CTC GAC GGC AAG ACC GCC CTC ATC AC

3'-SDH (3'-Bg/ll/BamHI)

Bglll BamHI
AGA TCT GGA TCC TCA GCT CAT CCA GTT GCC GCC GTC CAC GTIT
GTA GGT C

EcoRI
GAA TTC GGT AAA CCA ATT CCA AAT CCA CTA CTA GGT CTT

5'-V5-Koh GAT AGT ACT GTA ACA GCT ACA ATT GGA AAA GTA CAA GTA
AATG
HindIlll  Xbal
3'-V5-Koh AAG CTT TCT AGA GAT AGT TAC TGT TCC TGG G

pPIC9-Klonierung

Xhol

5'-KrelSS-A4vrll CTC GAG ATG CGT CGC ACG CTATTA
Avrll Bglll BamHI

3'-Agg-Avrll CCTAGG AGA TCT GGA TCC TTA GAA TAG CAG GTA CGA CAA A
Avrll Bglll BamHI

3'-Avi-Avrll CCTAGG AGA TCT GGA TCCTTA CTCGTG C

3-CWP2-Avrll

Avrll Bglll BamHI
CCTAGG AGA TCT GGA TCC TTA TAA CAA CAT AGC GGC

3'-Dock-AvrIl

Avrll Bglll BamHI
CCTAGG AGA TCT GGA TCCTTA TGA TGG G

3'-Krel-BirA-4vrll

Avrll Bglll BamHI  HindlIll
CCTAGG AGA TCT GGA TCC AAG CTTTTA TTT

3'-SED1-Avrll

Avrll Bglll BamHI
CCTAGG AGA TCT GGA TCC TTA TAA GAA TAA CAT AGC AAC A

3'-Strep-EstA-Avrll

Avrll Bglll BamHI
CCTAGG AGA TCT GGA TCC ITA CTT GGT GAC

In-Fusion® HD Cloning in pYD1

EcoRI

5-pYDI-EstA cagtgtggtg GAA TTC ATG GTC CAG CTC CAT ATG G
EcoRI

5'-pYDI1-MDH cagtgtggtg GAA TTC ATG ACC AGA TCA GTT ACC AGA CC
EcoRI

5'-pYDI-SDH cagtgtggtg GAA TTC ATG CGG CTC GAC GGC AAG ACC

3-EstA-V5-Stopp-pYD1

gatatctgcagaatt TTA AGT ACT ATC AAG ACC TAG TAG TGG ATT
TGG AAT TGG TTT ACC GAG CTC GCT GCT TCT AGA GC
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3'-MDH-V5-Stopp-pYD1

gatatctgcagaatt TTA AGT ACT ATC AAG ACC TAG TAG TGG ATT
TGG AAT TGG TTT ACC GAG CTC GCT GCT TCT AGA AA

3'-SDH-V5-Stopp-pYD1

gatatctgcagaatt TTA AGT ACT ATC AAG ACC TAG TAG TGG ATT

TGG AAT TGG TTT ACC TCT AGA AAG CTT GCT CAT CCA GT

In-Fusion® HD Cloning in pYX242

Xhol

5'-Krel-SS cttacgegtegacee CTC GAG ATG CGT CGC ACG
Xhol

5'-pYX-KrelSS cttacgegtegacee CTC GAG ATG ATG CGT CGC ACG
Xhol EcoRI Sacl

5'-Krel-BirA cttacgegtegacee CTC GAG GAA TTC GAG CTC GT
Bglll

3-CWP-pYX atcatacggataccc AGA TCT TTA TAA CAA CAT AGC GGC A
Bglll BamHI

3'-EstA-Avi atcatacggataccc AGA TCT GGA TCC TTA CTC GTG CC
Bglll BamHI

3'-EstA-Dock atcatacggataccc AGA TCT GGA TCC TTA TGA TGG GA

3'-EstA-Dock (kodonopt.)

Bglll BamHI
atcatacggataccc AGA TCT GGA TCC TTA AGA TGG GAA G

3"-EstA-Fc-IgGl-pYX

Bglll BamHI
atcatacggataccc AGA TCT GGA TCC TCA CTT ACC TGG G

Bglll BamHI  Hindlll

3'-Krel-BirA atcatacggataccc AGA TCT GGA TCC AAG CTTTTATTITT
Bglll BamHI
3'-SED-pYX atcatacggataccc AGA TCT GGA TCC TTA TAA GAATAAC

3'-Strep-EstA

Bglll BamHI
atcatacggataccc AGA TCT GGA TCC TTA CTT GGT GAC G

3'-Strep-G6PDH

Bglll BamHI
atcatacggataccc AGA TCT GGA TCC TTA TTC GAA CTC A

3'-Strep-MDH

Bglll BamHI
atcatacggataccc AGA TCT GGA TCC TTA GGC AGC

3'-Strep-RjFDH

Bglll BamHI
atcatacggataccc AGA TCT GGA TCC TTA GCC CTT

3'-Strep-SDH

Bglll BamHI
atcatacggataccc AGA TCT GGA TCC TTA GCT CAT CC
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SOE-PCR der Linker-Konstrukte

GCT AGT GGT GGT GGT GGT TCT GGT GGT GGT GGT TCT GGT GGT

5-80E-GS-CWP GGT GGT TCT TCC GCT GCC GCC ATT TCT
, GAA GGT AAG AGT TCT GGT TCA GGT TCT GAA TCT AAG TCT ACC
S=SOE-L2-CWP TCC GCT GCC GCC ATT TCT
S SOE-L2.SED GAA GGT AAG AGT TCT GGT TCA GGT TCT GAA TCT AAG TCT ACC
GCT CTT CCA ACT AAC GGT AC
S SOE.GS.SED GCT AGT GGT GGT GGT GGT TCT GGT GGT GGT GGT TCT GGT GGT

GGT GGT TCT GCT CTT CCA ACT AAC GGT AC

3'-SOE-EstA-GS

AGA ACC ACC ACC ACC AGA ACCACCACCACC AGA ACCACC
ACC ACC ACT AGC GAG CTC GCT GCT TCT AGA GC

3'-SOE-MDH-GS

AGA ACC ACC ACC ACC AGA ACCACCACCACC AGA ACCACC
ACC ACC ACT AGC TCT AGA AAGCTT GGCAGCT

3'-SOE-SDH-GS

AGA ACC ACC ACC ACC AGA ACC ACC ACC ACC AGA ACC ACC
ACC ACC ACT AGC GAG CTC GCT GCT TCT AGA GC

3'-SOE-EstA-L2

GGT AGA CTT AGA TTC AGA ACC TGA ACC AGA ACT CTT ACCTTC
GAG CTC GCT GCT TCT AGA GC

3'-SOE-MDH-L2

GGT AGA CTT AGA TTC AGA ACC TGA ACC AGA ACT CTT ACCTTC
TCT AGA AAG CTT GGC AGCT

3'-SOE-SDH-L2

GGT AGA CTT AGA TTC AGA ACC TGA ACC AGA ACT CTT ACCTTC
GAG CTC GCT GCT TCT AGA GC

pET24a(+)-Klonierung

5' EstA-pET24a(+)

BamHI  EcoRI Sacl
GGA TCC GAA TTC GAG CTC ATG GTC CAG C

3' EstA-pET24a(+)

Xhol HindIlI
CTC GAG AAG CTTITTA CTT GGT GAC GCC GGC CGC CGC GAT CTG
CTG CTC
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Anzucht elektrokompetenter E. coli

Zur Anzucht elektrokompetenter E. coli der Stimme Topl0 und BL21 (DE3) wurde LB-
Medium mit einer Ubernachtkultur (1 %) angeimpft und bis zu einer ODgoo von 0,7-0,9 im
Schiittler bei 37 °C und 220 rpm kultiviert. Die Kultur wurde nach Erreichen der gewiinschten
ODsoo in Falcons aufgeteilt und 15 min auf Eis inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt
fiir 5 min bei 8.000 rpm und 4 °C wurde der Uberstand verworfen, das Pellet zweimal mit
gekiihltem, sterilem Glyzerin (10 %) gewaschen und im Riickfluss aufgenommen. Nach einer
weiteren Zentrifugation fiir 5 min bei 8.000 rpm und 4 °C wurde das Pellet im gleichen
Volumen sterilem Glyzerin resuspendiert. Die elektrokompetenten Zellen wurden in Aliquots

(240 pl) bei -80 °C aufbewahrt.

2.4.2 Elektroporation von E. coli

Eine zur Transformation von E. coli eingesetzte Methode ist die Elektroporation, mit welcher
Plasmid-DNA in elektrokompetente Bakterienzellen transferiert werden kann. Die Aufnahme
der DNA ins Zellinnere wird durch transiente Poren in den Zellmembranen der Bakterien
ermdglicht, welche durch das Anlegen eines elektrischen Feldes generiert werden (Calvin &
Hanawalt, 1988; Dower et al., 1988).

Zur Transformation von DNA in Bakterien wurde ein Aliquot der elektrokompetenten E. coli
mit der jeweiligen DNA gemischt und anschlieend in Elektroporationskiivetten (Bio-Rad)
iiberfiihrt. Fiir die Transformation von Ligationsansidtzen wurde diese zuvor 1 h gegen 10 %
Glyzerin dialysiert. Der elektrische Impuls wurde im ,,GenePulser Xcell™* (Bio-Rad) unter
folgenden Einstellungen angelegt: Widerstand 200 Q, Elektrische Feldstirke 2,5 kV/cm,
Elektrische Kapazitit 25 pF. Im Anschluss wurden 500 ul SOC-Medium zur Stabilisation der
Bakterienzellen zugegeben und der Ansatz 1 h bei 37 °C und 220 rpm im Schiittler inkubiert.
Die Zellen wurden danach auf LB-Platten mit dem jeweiligen Antibiotikum ausplattiert und

bei 37 °C iber Nacht inkubiert.
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SOC-Medium

Pepton 2,0 %
Hefeextrakt 0,5 %
NaCl 10,0 mM
Glukose 20,0 mM
KCl1 10,0 mM
MgCl, 10,0 mM
MgSO4 2,5 mM

Das Medium wurde autoklaviert.

2.4.3 DNA-Klonierung

2.4.3.1 Anfiigen von A-Uberhiingen

Eine Methode zur Klonierung von PCR-Produkten in Vektoren basiert auf den Eigenschaften
der Taqg-Polymerase, die an die 3°-Enden von doppelstringigen PCR-Produkten Desoxy-
adenosin-Uberhinge anfiigt, wodurch eine schnelle und effiziente Klonierung in mit
Thymidin-Uberhiingen modifizierten Vektoren erreicht werden kann (Clark, 1988; Holton &
Graham, 1991).

Zur Addition von Adenin-Uberhingen an cDNA-Strings (GeneArt) wurden die Ansitze fiir
15 min bei 72 °C im PCR-Cycler (MasterCycler Nexus, Eppendorf) inkubiert. Im Anschluss
wurden 10 pl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1 v/v), 2 ul 3 M Natriumacetat und
40 ul 99 % Ethanol zur DNA-Fillung zugegeben und es folgte ein Zentrifugationsschritt fiir
15 min bei 13.000 rpm. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet bei Raumtemperatur
5 min getrocknet. Die DNA wurde in 10 pl RNase-freiem H2O resuspendiert und konnte fiir
das ,,TOPO-Cloning*“ eingesetzt werden.

Zusammensetzung eines Ansatzes

cDNA-String (Geneart) 8,0 pul

Polymerasepuffer 1,0 ul
Taqg-Polymerase 1,0 ul
dATP 0,1 pl
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2.4.3.2 ,,TOPO TA-Cloning*“

Das ,,TOPO TA-Cloning* beruht auf den Eigenschaften der Topoisomerase I des Vaccinia
Virus, welche DNA an der Konsensus-Sequenz (C/T)CCTT schneiden und eine kovalente
3'-Phosphotyrosyl-Bindung mit DNA-Strangen ausbilden kann. Die Topoisomerase I ist
hierbei an einen linearisierten und an den Enden mit Thymidin-Uberhéingen versehenen
Vektor gekoppelt, wodurch eine effiziente Ligation von mit Adenin-Uberhingen
modifizierten PCR-Produkten ermdglicht wird (Cheng & Shuman, 2000; Shuman, 1994).

Fiir das ,,TOPO TA-Cloning* wurde das ,,pYES2.1 TOPO™ TA Yeast Expression Kit*“ von
Thermo Fisher Scientific anhand des vom Hersteller vorgegebenen Protokolls verwendet.
Hierbei wurden die mit Adenin-Uberhéngen versehenen DNA-Fragmente in den linearisierten
pYES2.1/V5-His-TOPO®-Vektor inseriert und in TOP 10 F' One Shot®-Zellen transformiert.
Die anschlieBende Selektion erfolgte auf LBamp-Platten. Zur Kontrolle der korrekten Insertion
des Inserts wurde die Plasmid-DNA bestimmter Klone mittels MiniPrep isoliert, in einem
Restriktionsverdau anhand der im pYES2.1/V5-His-TOPO®-Vektor vorhandenen Schnitt-
stelle fiir Eco911 (BstEIl) sowie einer fiir das jeweilige Insert geeigneten Schnittstelle verdaut
und mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese untersucht. Aulerdem wurde die DNA-Sequenz
von Klonen mit korrekter InsertgroBe durch Sequenzierung (Eurofins Genomics) auf

Mutationen iiberpriift.

Zusammensetzung eines Ansatzes

PCR-Produkt 4 ul
Salzlosung 1 ul
pYES2.1/V5-His-TOPO® 1 ul

2.4.3.3 Ligation

DNA-Ligasen gehoren zu einer Enzymklasse, die Phosphodiesterbriicken zwischen den
5'-Phosphat- und 3'-Hydroxylgruppen der DNA ausbilden konnen. Aufgrund dieser
Eigenschaft werden DNA-Ligasen in der Molekularbiologie zur Klonierung von rekom-
binanten DNA-Molekiilen in vitro eingesetzt (Armstrong et al., 1983; Engler & Richardson,
1982; Lehman, 1974).

Mithilfe eines priparativen Restriktionsverdaus iiber 3 h bei 37 °C wurden das Insert-tragende
Plasmid und der Zielvektor fiir die Ligation geschnitten. Im Folgenden wurden die Ansitze
mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und die DNA mit korrekter Grof3e aus dem Gel

reisoliert. Die Ligation wurde hierbei bei 16 °C iiber Nacht durchgefiihrt. Nach der jeweiligen
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Inkubation wurden die Ansédtze 1 h gegen 10 % Glyzerin dialysiert und tliber Elektroporation

in die entsprechenden E. coli-Stimme transformiert.

Zusammensetzung eines Ligationsansatzes

DNA (Insert + Vektor) 17wl
10 x Ligationspuffer 2wl

T4 DNA-Ligase 1 ul

ad. 20 l.Ll mit HzOdcst.

2.4.3.4 ,,In-Fusion® HD Cloning*

Zur Ligation wurde das sogenannte ,In-Fusion® HD Cloning* als zusitzliche Methode
eingesetzt. Diese Art der Klonierung basiert darauf, dass das zu klonierende Insert in einer
PCR mit 15 bp-langen Uberhiingen versehen wird, die komplementir zum Zielvektor sind.
Die Ligation mit dem zuvor linearisierten Vektor erfolgt hierbei durch das im
,In-Fusion® HD Cloning Kit*“ der Firma Takara Bio USA enthaltene In-Fusion-Enzym,
wonach die Ansétze mittels Elektroporation in Bakterien transformiert werden konnen (Zhu et
al., 2007). Das Kit wurde nach Herstellerangaben genutzt. Als Vektor wurden der pYX242-
und pYDI-Vektor genutzt, welche mittels Smal (pYX242) bzw. EcoRI (pYDI) linearisiert
wurden, was zur Erzeugung von ,,blunt ends* fiihrte. Die zur PCR eingesetzten spezifischen
Primer sind in Tab. 4 aufgefiihrt und es wurden als Annealing-Temperaturen 63 °C (pY X242)
bzw. 57 °C (pYDI) genutzt.

2.4.3.5 ,,Modular Cloning* mittels ,,MoClo-YTK Plasmid Kit*

Zur Herstellung von Expressionsplasmiden fiir S. cerevisiae mittels ,,Modular Cloning*
(,MoClo*) wurde das ,,MoClo-YTK Plasmid Kit*“ (Addgene Kit #1000000061) verwendet.
Dieses Kit umfasst 96 unterschiedliche Vektorkomponenten, die als sogenannte ,Parts®
bezeichnet werden und neben diversen Promotoren und Terminatoren auch Replikations-
urspriinge und Selektionsmarker fiir Hefen und Bakterien zur gerichteten Klonierung
beinhalten. Diese Art der Klonierung beruht auf den Eigenschaften von Typ II-Restriktions-
enzymen (hier: BsmBI und Bsal), die DNA auBlerhalb ihrer Erkennungssequenz schneiden
und einzigartige, kohédsive Enden erzeugen. Diese erlauben durch das entsprechende Design
der Uberhinge der einzelnen ,,Part-Typen® eine gerichtete Assemblierung zu vollstindigen

Vektoren, was iiber mehrere Zyklen an Verdau- und Ligationsreaktionen mit einer T7-DNA-
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Ligase im sogenannten ,,Golden Gate-Assembly* erreicht wird (Engler et al., 2008; Lee et al.,
2015; Weber et al., 2011). Mithilfe des Kits werden in einem ersten Schritt DNA-Fragmente,
die mittels PCR amplifiziert oder kiinstlich synthetisiert wurden, iiber eine ,,Golden Gate-
Assembly“-Reaktion mit BsmBI in den sogenannten ,,entry vector pYTKO0O1 kloniert. Zur
Generierung von ,,Kassetten-Plasmiden®, welche komplette transkriptionelle Einheiten mit
einer kodierenden Sequenz darstellen, werden in einer weiteren Assembly-Reaktion mit Bsal
jeweils ein ,Part-Plasmid“ jedes ,Part-Typs“ eingesetzt, die anhand ihrer spezifischen
Uberhiinge in gerichteter Abfolge zu einem vollstindigen Plasmid zusammengefiigt werden
und untereinander komplett austauschbar sind. In einer weiteren BsmBI-Reaktion kdnnen
dann auch mehrere ,,Kassetten-Plasmide* zur gleichzeitigen Expression mehrerer Gene in
einem ,,Multigen-Plasmid* vereinigt werden (Lee et al., 2015; Weber et al., 2011).

Das Kit wurde nach Herstellerangaben verwendet, wobei die Parameter der ,,Golden Gate-
Assembly““-Reaktionen nach einem Protokoll von Mark Lommel (AG Romisch) modifiziert

wurden.

Zusammensetzung eines Ansatzes des BsmBI-Assemblys:

T4-Ligasepuffer 2 ul
T7-Ligase 1 ul
BsmBI 1 ul
pYTKOO01 ,,entry vector 1 ul
DNA-String/PCR-Produkt 1 pl

ad. 20 pl mit HaOgterit
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Der ,,Golden Gate-Assembly* mit BsmBI erfolgte im Thermocycler ,,Mastercycler Nexus*

(Eppendorf) nach folgendem Programm:

£2°C 5 min
25 Zyklen
16 °C 5 min
55°C 10 min
80 °C 10 min
10 °C 0 min

Zugabe 1 pl BsmBI

55°C 60 min
80 °C 10 min
10 °C 0 min

Zusammensetzung eines Ansatzes des Bsal-Assemblys:

T4-Ligasepuffer
T7-Ligase

Bsal

pYTK (Part 1)
pYTK (Part 2)
Part-Vektor aus BsmBI-Assembly
pYTK (Part 4)
pYTK (Part 5)
pYTK (Part 6)
pYTK (Part 7)
pYTKOS83 (Part 8)

ad. 20 Hl mit HOsterit

2
2

ul
ul
ul
ul
ul
ul
ul
ul
ul
ul

ul
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Der ,,Golden Gate-Assembly* mit Bsal erfolgte im Thermocycler ,,Mastercycler Nexus*

(Eppendorf) nach folgendem Programm:

37 oC 5 I'Ilil’l
25 Zyklen
16 °C 5 min
37°C 10 min
80 °C 10 min
10 °C 0 min

Zugabe 1 pl Bsal

37 °C 60 min
80 °C 10 min
10 °C 0 min

Anschliefend wurden die Reaktionsansétze 1 h gegen 10 % Glyzerin dialysiert und mittels
Elektroporation in E. coli transformiert. Die Selektion der Klone erfolgte hierbei anhand des
GFP- (BsmBI-Assembly) oder mRFP1-Dropouts (Bsal-Assembly), wobei die Klone, die
keine Fluoreszenz zeigten, im Anschluss mittels Restriktionsverdau auf das Vorhandensein

des korrekten Inserts iiberpriift wurden.

2.4.4 DNA-Isolation aus Bakterien

2.4.4.1 Alkalische Lyse

Eine zur DNA-Isolation aus Bakterien eingesetzte Methode ist die alkalische Lyse, die im
Jahre 1979 zum ersten Mal von Birnboim und Doly beschrieben wurde. Bei diesem Verfahren
wird Plasmid-DNA durch eine selektive, alkalische Denaturierung der chromosomalen DNA

separiert und bleibt in seiner doppelstrangigen, zirkuldren Form erhalten (Birnboim & Doly,

1979).
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GTE-Puffer

Glukose 50 mM
Tris 25 mM
EDTA 10 mM

Der pH-Wert wurde mit Salzsdure auf 8 eingestellt und autoklaviert.

NaOH/SDS-L3sung

Natriumhydroxid 200 mM

SDS 1 % (W/v)

Die Losung wurde autoklaviert.

KAc-Lésung
Eisessig (98 %) 29,5 ml

mit KOH-Platzchen auf pH 4,8

HZOstcril ad. 100 ml

Die KAc-Losung wurde autoklaviert.

Fiir die alkalische Lyse wurden 1,5 ml einer Ubernachtkultur 20 s bei 13.000 rpm

abzentrifugiert, das Pellet wurde in 100 ul GTE resuspendiert und mit 200 ul NaOH/SDS-

Losung versetzt. Nach einer dreiminiitigen Inkubation bei RT wurden dem Ansatz 150 pl

Kaliumacetat-Losung zugegeben und 5 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss folgte eine

Zentrifugation fiir 10 min bei 13.000 rpm und 4 °C, der Uberstand wurde in ein neues

ReaktionsgefiB transferiert und 800 pl Ethanol (99 %) hinzugefiigt. Der Uberstand wurde

nach einer weiteren Zentrifugation fiir 3 min bei 13.000 rpm und RT verworfen. Das Pellet

wurde 5 min getrocknet, in 30 ul sterilem H>O resuspendiert und bei -20 °C gelagert.
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2.4.4.2 ,MiniPrep*

Die ,,MiniPrep* stellt eine auf der alkalischen Lyse basierende Methode zur DNA-Isolation
aus Bakterien dar, bei der Plasmid-DNA {iiber ein Sdulensystem mit Silikamembranen
aufgereinigt und anschlieend eluiert wird. Zur DNA-Isolation aus E. coli mittels ,,MiniPrep*
wurde das ,,innuPREP Plasmid Mini Kit*“ der Firma Analytik Jena nach Herstellerangaben

genutzt. Die Lagerung der DNA erfolgte bei -20 °C.

2.4.5 Restriktionsverdau der isolierten Plasmid-DNA

Zur Kontrolle von Plasmiden auf das Vorhandensein eines Inserts nach Klonierung wurde ein
Restriktionsverdau mit den jeweiligen Restriktionsenzymen von Thermo Fisher Scientific
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Inkubation eines Kontrollverdaus erfolgte bei
37 °C tiber 1 h, wohingegen ein praparativer Verdau 3 h inkubiert wurde. Die Ansédtze wurden
mittels Agarosegelelektrophorese analysiert und gegebenenfalls aus dem Gel reisoliert

(s. 2.4.8 und 2.4.9).

Restriktionsverdau

DNA 1,0
10 x Puffer 2,0 u
Restriktionsendonuklease I 04 ul
Restriktionsendonuklease 11 04 wl
RNase A 0,1 ul

ad. 20 l.ll mit Hs04est.

2.4.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Im Jahr 1983 wurde die Polymerasekettenreaktion (PCR) erstmalig von Mullis beschrieben.
Sie wurde zur in vitro-Vervielfiltigung von DNA-Sequenzen eingesetzt, was in einer
dreiphasigen Reaktion von einer DNA-Polymerase katalysiert wird (Gibbs, 1990; Mullis,
1990). Oftmals wird eine Taq-Polymerase aus Thermus aquaticus eingesetzt, welche eine
hohe Hitzestabilitdt aufweist, was eine hohere Spezifitit und Ausbeute der PCR ermdglicht
(Saiki et al., 1988). In einer PCR-Reaktion werden zusétzlich zur zu amplifizierenden
Template-DNA eine DNA-Polymerase, Oligonukleotidprimer sowie die vier Desoxyribo-
nukleosidtriphosphate (ANTPs) eingesetzt. In der ersten Phase der PCR wird die doppel-
stringige Template-DNA denaturiert. Anschliefend erfolgt in der zweiten Phase das
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sogenannte ,,Annealing* der Primer, welche durch ihre Komplementaritit zum Template
sowie die Wahl einer spezifischen ,,Annealing-Temperatur* an die Ziel-DNA binden kdnnen
und als Startpunkt fiir die darauffolgende FElongation der Doppelstringe durch die
DNA-Polymerase dienen (dritte Phase). Durch die Wiederholung dieser Phasen in mehreren
Zyklen kann die Template-DNA in groBBer Anzahl amplifiziert werden (Garibyan & Avashia,
2013; Gibbs, 1990; Mullis, 1990; Saiki et al., 1988).

Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes

PCR-Puffer mit Magnesiumchlorid 2,50  ul

3’-Primer (100 mM) 0,25 pul
5’-Primer (100 mM) 0,25 ul
dNTPs 0,50 ul
Template 1,00l
Polymerase 0,25 pul

ad. 25 Hl HOsteril

Die PCR erfolgte im Thermocycler ,Mastercycler Nexus“ (Eppendorf) nach folgendem
Standard-Programm, bei welchem die Annealing-Temperaturen entsprechend der Primer und

Templates variiert wurden:

95 °C 2 min
95°C 20 s
50-64 °C 20 s 30 Zyklen
72 °C 90 s
72 °C 7 min

Im Anschluss wurde der PCR-Ansatz gelelektrophoretisch aufgetrennt und das PCR-Produkt

reisoliert.
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2.4.7 SOE-PCR

Die SOE-PCR (,,splicing by overlapping extension PCR*) stellt eine abgewandelte Form der PCR
dar, die zur Insertion von Mutationen an spezifischen Positionen der DNA eingesetzt wird.
Sie ermoéglicht zusétzlich auch die Herstellung von Fusionskonstrukten ohne auf die
Verwendung von Restriktionsenzymen oder Ligasen angewiesen zu sein (Ho et al., 1989;
Vallejo et al., 2008; Zarghampoor et al., 2020). Hierzu werden in einer ersten PCR-Reaktion
die zu fusionierenden DNA-Fragmente mit Primern amplifiziert, die zueinander komple-
mentire Uberhinge an den 3‘-Enden anfiigen. In einer gemeinsamen PCR dienen diese
Uberhiinge als Primer fiireinander, wodurch die komplementiren DNA-Stringe durch die
DNA-Polymerase vervollstidndigt und liickenlos fusioniert werden (Ho et al., 1989; Horton et
al., 1989, 1993). In der Dissertation wurde die SOE-PCR zur Insertion von GS- und
L2-Linkern in den zellwandverankerten Fusionskonstrukten genutzt, die zwischen Enzym und

Zellwandanker eingefiligt wurden.

Die SOE-PCR erfolgte im Thermocycler ,,Mastercycler Nexus* (Eppendorf) nach folgendem
Programm, bei welchem die Annealing-Temperaturen entsprechend der Primer und

Templates variiert wurden:

95 °C 2 min
95°C 20 s
54-60 °C 20 s 30 Zyklen
72 °C 90 s
72 °C 7 min

2.4.8 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wird in der Molekularbiologie zur Separation von DNA
anhand ihrer Grofle und elektrischen Ladung in einem Agarosegel eingesetzt. Die
DNA-Molekiile weisen ein negativ geladenes Phosphatriickgrat auf, welches ein Wandern
von der Kathode zur Anode in einem elektrischen Feld bedingt. Hierbei steht die Strecke, die
von der DNA im Gel zuriickgelegt wird, in direktem Zusammenhang mit der Gré3e der DNA
und der Porengréfe des Agarosegels. Groflere DNA-Fragmente wandern weniger weit im
Gel, wohingegen kleinere DNA-Molekiile groBere Strecken im Gel zuriicklegen konnen

(Helling et al., 1974; Lee et al., 2012; Sambrook et al., 1989; Voytas, 1992). Die Detektion
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der DNA im Agarosegel erfolgt durch eine Inkubation in Ethidiumbromid, welches nach
Interkalation in die DNA-Doppelstrange durch eine UV-Bestrahlung visualisiert werden kann
(Hudson & Jacobs, 1975; Waring, 1965).

Die Proben des Restriktionsverdaus der Plasmid-DNA wurden zur Uberpriifung mit 5 pl
GLB-Puffer versetzt und in einem 1 %-igen Agarosegel in 1 x TBE bei 150 V 0,8 h
aufgetrennt. Hierbei wurde der ,,HyperLadder“-Marker von Bioline als DNA-Standard
genutzt. Nach einer 10- bis 15-miniitigen Farbung in Ethidiumbromid erfolgte die Detektion
der Banden mithilfe des Programms ,,ChemiDoc XRS*. Im Anschluss wurde die DNA - falls

notwendig - aus dem Gel reisoliert (s. 2.4.9).

10 x TBE-Puffer

Tris 890 mM
Borséure 890 mM
EDTA 20 mM
GLB-Puffer

Glyzerin 50 %
SDS I %
EDTA 125 mM
Bromphenolblau 0,05 %
Xylencyanol 0,05 %

2.4.9 DNA-Reisolation

Die Reisolation von PCR-Produkten und restringierter DNA aus einem Agarosegel wurde
mithilfe des ,,E.Z.N.A. Gel Extraction Kit*“ der Firma Omega durchgefiihrt und erfolgte nach
Angaben des Herstellers.
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2.4.10 Hefe-Transformation

2.4.10.1 Lithiumacetat-Transformation von S. cerevisiae

Die Lithiumacetat-Transformation ist eine Methode, die im Jahre 1983 von Ito ef al
entwickelt wurde und zum Transfer von exogener DNA in S. cerevisiae eingesetzt wird (Ito et
al., 1983; Schiestl & Gietz, 1989). Der Einsatz monovalenter Kationen, wie beispielsweise
Li", steigert die Transformationseffizienz, indem die Durchléssigkeit der Zellwand erhoht und
dadurch die Aufnahme der DNA in die Hefezellen erleichtert wird. Zusétzlich steigert die
Addition von Polyethylenglykol (PEG) und denaturiertem Heringssperma (Carrier-DNA)
sowie ein kurzzeitiger Hitzeschock die Effizienz der Transformation (Ito ef al., 1983; Kawai
et al., 2010; Schiestl & Gietz, 1989).

Fiir die Lithiumacetat-Transformation wurde 1 ml einer Ubernachtkultur von S. cerevisiae
20 s bei 13.000 rpm pelletiert. Nach einmaligem Waschen in 500 pl LiAc/TE-Gebrauchs-
16sung wurde das Zellpellet in 100 pul LiAc/TE-Losung resuspendiert. Parallel dazu wurde ein
Ansatz aus 10 pl der Carrier-DNA (Heringssperma), 3 pul 10 x LiAc und 1 pg der Plasmid-
DNA erstellt, der zu den resuspendierten Hefezellen gegeben wurde. Fiir Kotransformationen
wurden jeweils 1 pg beider Plasmide eingesetzt. Im Anschluss wurden 600 pul 50 %
PEG-L6sung hinzugefiigt und es folgte eine Inkubation fiir 30-60 min bei 30 °C im Schiittler.
Danach folgte ein Hitzeschock fiir 15 min bei 42 °C im Wasserbad und die Ansétze wurden
nach Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 20 s zweimal mit 500 ul 1 x TE gewaschen. Nach
Resuspension in 500 ul 1 x TE wurden die Hefezellen auf den entsprechenden d/o-Platten

ausplattiert und bei 30 °C 2-3 d inkubiert.

10 x Lithiumacetat

Lithiumacetat 1 M
10x TE

Tris/HC1 100 mM
EDTA 10 mM

Die Losung wurde mit HCI auf pH-Wert 7,5 eingestellt und nach der Herstellung autoklaviert.
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50 % PEG-Losung
PEG-4000 50 %wlv

Die Losung wurde nach der Herstellung autoklaviert.

1 x LiAc/TE-Gebrauchslésung

10 x LiAc 10 %
10x TE 10 %
HZOstcril 80 %

PEG-Gebrauchsldsung

10 x LiAc 10 %
10x TE 10 %
50 % PEG-Losung 80 %

1 x TE-Gebrauchslésung
10 x TE 10 %
H2Osteril 90 %

2.4.10.2 Transformation von P. pastoris mittels Elektroporation

Zur Transformation von P. pastoris-Zellen wurde ein Protokoll von Cereghino et al. (2005)
genutzt, welches die Herstellung kompetenter Zellen sowie die Elektroporation aus zwei
fritheren Protokollen bei gleichzeitiger Zeitersparnis kombiniert (Cregg & Russell, 1998;
Dohmen et al., 1991). Zusitzlich soll die Inkubation der Zellen mit Dithiothreitol die
Effizienz der Transformation erhdhen (Cereghino ef al., 2005; Wu & Letchworth, 2004).

Fir die Herstellung elektrokompetenter Hefezellen wurde die ODeoo einer frischen
Ubernachtkultur in 50 ml YPD auf 0,2 eingestellt und die Kultur bis zu einer ODgoo von 1,0
bei 30 °C und 220 rpm kultiviert. Die Hefezellen wurden anschlieBend bei 500 x g 5 min
pelletiert und in 9 ml eiskalter BEDS-Losung sowie 1 ml DTT-Losung (1 M) resuspendiert.
Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei 30 °C und 100 rpm wurden die Zellen bei 500 x g
S min zentrifugiert und einmal mit BEDS-Losung gewaschen. Abschlieend wurden die
Zellen als Aliquots (a 55 ul) bei -80 °C gelagert.

Fiir die Elektroporation wurde ein Aliquot mit 5 pl des zuvor linearisierten Plasmids (pPIC9
mit Stul linearisiert) in einer Elektroporationskiivette vermischt und 2 min auf Eis inkubiert.

1™ (Bio-Rad) unter folgenden
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Einstellungen angelegt: Widerstand 200 Q, Elektrische Feldstiarke 1,5 kV/cm, Elektrische
Kapazitit 25 uF. Im Anschluss wurden die Zellen sofort in 1 ml kaltem 1 M Sorbitol und
0,5 ml YPD stabilisiert und 3 h bei 30 °C und 220 rpm inkubiert. Die Hefezellen wurden auf
zwei His-d/o-Platten ausplattiert und 3-5 d bei 30 °C inkubiert.

10 x Bicin-NaOH
Bicin 100 mM

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 8,3 eingestellt.

BEDS

10 x Bicin-NaOH pH 8,3 10 %
Ethylenglykol 3 %
DMSO 3 %
Sorbitol 1 M
DTT

Dithiothreitol 1 M

Die Losung wurde nach Sterilfiltration bei -20 °C gelagert.

Sorbitol
Sorbitol 1 M

Die Losung wurde nach Sterilfiltration bei 4 °C gelagert.
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2.5 Assays zur Messung der enzymatischen Aktivitit

2.5.1 Assay zur Messung der EstA-Aktivitit

Esterasen gehoren der Gruppe der Hydrolasen an, welche ein breites Substratspektrum
besitzen und die Spaltung von Estern in eine Sédure sowie einen Alkohol katalysieren
(Bornscheuer, 2002). Zum Nachweis der EstA-Aktivitdit wurde ein Assay nach Schlacher
et al. (1998) bzw. Breinig et al. (2006) durchgefiihrt, bei dem der enzymatische Umsatz des
farblosen Substrats p-Nitrophenylacetat zum gelblichen p-Nitrophenol fotometrisch analysiert
wurde.

Fiir diesen Assay wurden Hefen in d/o-Glukose-Medium iiber Nacht bei 30 °C und 220 rpm
kultiviert. Die Hefen wurden am folgenden Tag auf eine ODgoo =10 in 1 x PBS (pH 8,0)
eingestellt, wovon wiederum 32 pl mit 878 ul 0,1 M Tris/HCI (pH 7,0) in einer Kiivette
gemischt wurden. Nach Zugabe von 90 ul 50 mM p-Nitrophenylacetat und Mischen des
Ansatzes wurde die Absorptionszunahme im Fotometer ,,Ultrospec 2100 pro*“ der Firma
Amersham Biosciences gemessen. Die Kinetik wurde bei einer Wellenldnge von A =405 nm

iiber einen Zeitraum von 1 min in Zeitintervallen von 5 s in Tripletten aufgezeichnet.

10 x PBS

KCl 27 mM
KH>PO, 18 mM
Na,HPO, 100 mM
NaCl 1,37 M

Der pH-Wert wurde mit Salzsdure auf 8,0 eingestellt.

Tris/HCI
Tris 0,1 M

Der pH-Wert wurde mit Salzséure auf 7,0 eingestellt.

p-Nitrophenylacetat-Losung

Essigsdure-4-Nitrophenylester 50 mM

Der Essigsiure-4-Nitrophenylester wurde in Isopropanol (99 %) gelGst.
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2.5.2 Assay zur Messung der LDH-AKktivit:it

Zur Kontrolle des NAD'-Umsatzes und der Funktionalitit in den im Folgenden betrachteten
Aktivitdtsassays der unterschiedlichen Dehydrogenasen wurde ein auf einer Veroffentlichung
von Tarmy und Kaplan (1968) basiertes Protokoll mit einer aus Rinderherzen aufgereinigten
L-Laktatdehydrogenase (L-LDH, EC 1.1.1.27) der Firma Sigma genutzt. Hierbei wurden
neben 1 U L-LDH, 0,24 M Sodium-L-Laktat (Sigma) als Substrat, 50 mM Natrium-
phosphatpuffer (pH 7,5) und 0,7 mM NAD" (AppliChem) im LDH-Assay eingesetzt. Die
Umwandlung von NAD" zu NADH und die damit verbundene Enzymaktivitit wurden bei

einer Wellenldnge von 340 nm fotometrisch bestimmt.

2.5.3 Assay zur Messung der SDH- und MDH-AKktivitit

Die Sorbitol- und Mannitoldehydrogenase (SDH/MDH) aus R. sphaeroides gehdren der
Gruppe der Polyoldehydrogenasen an, die Alkohole unter Reduktion des Kofaktors NAD"
oxidieren (Jose & von Schwichow, 2004; Schauder et al., 1995; Schneider & Gifthorn, 1989).
Zur Bestimmung der Enzymaktivitit der SDH und MDH wurden unterschiedliche
Variationen an Assays durchgefiihrt, wobei sich an den Protokollen von Schneider & Gifthorn
(1989) und Rau (2004) orientiert wurde.

Fiir einen Aktivititsassay wurden Hefezellen iiber Nacht in d/o-Medium bei 30 °C und
220 rpm kultiviert und am folgenden Tag auf eine ODgoo = 10 in 0,2 M Tris/HCI-Puffer
(pH 9,0) eingestellt. Die Ansdtze wurde in einem Volumen von 1 ml erstellt und setzten sich
aus 100 pl der eingestellten Zellsuspension, 800 ul 0,13 M Tris/HCI-Puffer (pH 9,0) und
2,25 mM NAD' zusammen. Der Reaktionsstart erfolgte durch die Zugabe von 1,5M
D-Sorbitol- bzw. D-Mannitol-Lésung und die Bildung von NADH wurde fotometrisch bei
einer Wellenldnge A =340 nm oder 365 nm mitverfolgt. Des Weiteren wurden auch die
Pufferkonzentrationen (0,2 M Tris/HCI, pH 9,0) und die Substratkonzentrationen (0,15-1,5 M
D-Sorbitol bzw. D-Mannitol) variiert.

Tris/HCI-Puffer
Tris 0,13/0,2 M

Der pH-Wert wurde mit Salzséure auf 9,0 eingestellt.
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NAD'-Stamml6sung
NAD"-Dinatriumsalz 2,25 mM

Die NAD"*-Stammlosung wurde in Tris/HCI-Puffer angesetzt.

D-Sorbitol-/D-Mannitol-Losung
D-Sorbitol/D-Mannitol 1,50 M

2.5.4 Assay zur Messung der RjFDH-AKktivitat

Die Formiatdehydrogenase aus R. jostii (RjFDH) gehort der Gruppe der NAD -abhédngigen

Formiatdehydrogenasen an, welche Formiat bei gleichzeitiger Reduktion des Kofaktors
NAD" zu Kohlenstoffdioxid oxidieren (Boldt & Ansorge-Schumacher, 2020).
Die Messung der Aktivitdt der RJFDH wurde anhand eines Protokolls von Boldt & Ansorge-

Schumacher (2020) durchgefiihrt und auf die vorliegenden Gegebenheiten angepasst.

Zur Aktivititsbestimmung wurden Hefen iiber Nacht in d/o-Medium bei 30 °C und 220 rpm

kultiviert und am folgenden Tag auf eine ODgoo = 10 in 100 mM Phosphatpuffer (pH 7,0)

eingestellt. Ein Messansatz wurde in einem Volumen von 1 ml erstellt und bestand aus 32 pl

der Hefezellen und 868 pl 2,5 mM NAD" (in Phosphatpuffer geldst). Die Reaktion wurde

durch Zugabe von 100 ul 100 mM Natriumformiat-Losung gestartet und die Bildung von

NADH wurde fotometrisch bei einer Wellenldnge A = 340 nm mitverfolgt.

Phosphatpuffer
Natriumphosphat 100 mM

Der pH-Wert wurde mit Salzséure auf 7,0 eingestellt.

NAD"'-Stamml§sung
NAD"-Dinatriumsalz 25 mM

Die NAD"-Stammlosung wurde in Phosphatpuffer angesetzt.

Natriumformiat-Losung

Natriumformiat 100 mM
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2.5.5 Assay zur Messung der GO6PDH-AKktivit:it

Die Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) aus E. coli zéhlt zu den NADP'-
abhéngigen Oxidoreduktasen, welche die Oxidation von Glukose-6-Phosphat im Pentose-
phosphatweg zu 6-Phosphoglukonolakton katalysieren, wobei NADP" zu NADPH reduziert
wird (Banerjee & Fraenkel, 1972; Olavarria ef al., 2012; Schiiiirmann et al., 2017).

Die Messung der Aktivitit der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase aus E. coli (G6PDH)
wurde anhand eines Protokolls von Schiilirmann et al. (2017) durchgefiihrt und wurde auf die
vorliegenden Gegebenheiten angepasst.

Zur Aktivitdtsbestimmung wurden Hefen {iber Nacht in d/o-Medium bei 30 °C und 220 rpm
kultiviert und am folgenden Tag auf eine ODgoo = 10 in 1 x PBS (pH 8,0) eingestellt. Ein
Messansatz wurde in einem Volumen von 1 ml erstellt und bestand neben 32 pl der
Hefezellsuspension aus 868 ul 500 uM NADP" (in 1 x PBS, pH 8,0). Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 100 ul 5 mM Glukose-6-Phosphat-Losung gestartet und die Bildung von
NADPH wurde fotometrisch bei einer Wellenldnge A = 340 nm mitverfolgt.

NADP*-Stammldsung
NADP*-Dinatriumsalz 5 mM

Die NADP*-Stammlosung wurde in 1 x PBS (pH 8,0) angesetzt.

Glukose-6-Phosphat-Stammldsung
D-Glukose-6-Phosphat-Dinatrium-Dihydrat 100 mM

2.6 Proteinbiochemische Methoden

2.6.1 BCA-Assay

Eine zur Bestimmung von Proteinen eingesetzte Methode ist der BCA-Assay. Dieser Assay
wurde 1985 erstmals beschrieben und beruht auf der ,,Biuret-Reaktion®, bei welcher Proteine
durch einen Farbumschlag infolge einer Komplexierung der eingesetzten Bicinchoninséure
(BCA) mit Kupferionen nachgewiesen werden (Smith et al., 1985). Hierbei werden zwei-
wertige Cu?"-Ionen durch eine Interaktion mit den Peptidbindungen der Proteine in einem
alkalischen Milieu zu Cu'-lonen reduziert, welche einen Komplex mit Bicinchoninsidure

bilden, der violett erscheint und fotometrisch bei 562 nm nachgewiesen werden kann (Brown

et al., 1989; Olson, 2016; Smith et al., 1985; Walker, 1994).
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Die Messung der Proteinkonzentration wurde mithilfe des ,,Pierce™ BCA Protein Assay
Kits*“ der Firma Thermo Scientific nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Absorption
wurde in einer 96-Well-Platte im Plattenreader ,,Synergy H1* der Firma BioTek bestimmt.

2.6.2 Affinititsreinigung T7-getaggter Proteine

Proteine, die mithilfe des pET24a(+)-Expressionssystems in E. coli produziert wurden,
verfiigen in der vorliegenden Dissertation iiber ein N-terminales T7-Tag, wodurch eine
Aufreinigung des Zelllysats nach Ultraschallaufschluss ermdglicht wurde. Die markierten
Proteine wurden iiber eine Sdulenmatrix separiert, die aus mit T7-Antikorper gekoppelten
Agarosebeads als Trigermaterial bestand. Hierzu wurde das ,,T7-Tag® Affinity Purification
Kit* der Firma Merck nach Herstellerangaben genutzt. Der Durchfluss und die eluierten
Fraktionen konnten dann direkt zur SDS-PAGE eingesetzt oder bei 4 °C gelagert werden. Zur
Bestimmung der Proteinkonzentration der gepoolten Elutionsfraktionen im BCA-Assay
wurden sie in den Zentrifugationseinheiten Vivaspin'™ 6 mit einer Ausschlussgrenze von
30 kDa (VS0621, Sartorius) nach Herstellerangaben aufkonzentriert und in 1 x PBS (pH 7,4)
umgepuffert.

2.6.3 SDS-PAGE

Die Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist ein Verfahren, welches der
Proteinauftrennung nur aufgrund des Molekulargewichts der denaturierten Polypeptidketten
dient. Zentral fiir die Funktionsweise dieser Methode ist die Bindung der Proteine an das
anionische Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS), was die Bildung von negativ geladenen
Komplexen bedingt und eine Separation der Proteine aufgrund ihres Molekulargewichts
unabhingig von weiteren Eigenschaften der Proteine (wie z. B. isoelektrischer Punkt oder
Aminosdurezusammensetzung) in einem elektrischen Feld erméglicht (Shapiro & Maizel,

1969; Smith, 1984; Weber & Osborn, 1969).
Tris/HCI-SDS
Tris 3,0 M

SDS 0,3 % wiv

Der pH-Wert wurde mit Salzsdure auf 8,45 eingestellt und die Losung wurde bei 4 °C gelagert.
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5 x Anodenpuffer
Tris 1,0 M

Der pH-Wert wurde mit Salzsdure auf 8,9 eingestellt und die Losung autoklaviert.

5 x Kathodenpuffer

Tris 0,5 M
Tricin 0,5 M
SDS 0,5 % w/v

Die Losung wurde nach der Herstellung autoklaviert.

Zusammensetzung der Tris/Tricin-Gele (ausreichend fiir 2 Gele; 12.5 %):

Trenngel

Rotiphorese Gel 30 5,9 ml
Tris/HCI (pH 8,45) 5,0 ml
H:Ouest. 2,3 ml
Glyzerin (87 %) 1,6 ml
APS (10 %) 80,0 ul
TEMED 25,0 ul
Sammelgel

Rotiphorese Gel 30 1,6 ml
Tris/HCI (pH 8,45) 3,1 ml
H>O0qest. 7,8 ml
APS (10 %) 80,0 ul
TEMED 25,0 ul

Zu Beginn wurde das Trenngel zwischen zwei Glasplatten (Dicke 1,5 mm) gegossen und bis
zur vollstindigen Polymerisation mit 2-Propanol iiberschichtet. Im Anschluss wurde nach
Entfernen des 2-Propanols das Sammel- iiber das Trenngel gegossen und der Probenkamm
(1,5 mm) in das Sammelgel gesteckt. Nach Auspolymerisieren des Sammelgels konnten die
Proben und 7 pl des Markers (,,PageRuler™ Prestained Protein Ladder* der Firma Thermo
Scientific) in die Geltaschen geladen werden. Die SDS-PAGE wurde im ,,Mini-Protean I11*-

System von Bio-Rad durchgefiihrt. Die Préfokussierung der Proben erfolgte bei 80 V fiir
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15-20 min, wobei die Spannung nach dem Ubergang der Proben vom Sammel- ins Trenngel

auf 120 V erhoht und dann die Gelelektrophorese 1,5-2 h durchgefiihrt wurde.

2.6.4 Coomassie-Fiarbung

Eine Visualisierung von in SDS-Gelen aufgetrennten Proteinen kann durch deren Anfarbung
erfolgen, die erstmals von Fazekas De St. Groth et al. (1963) mit dem Triphenylmethan-
Farbstoff ,,Coomassie Blue R250“ demonstriert wurde. Proteine werden durch die
Komplexierung des Farbstoffanions im leicht sauren Milieu mit der NH3'-Gruppe des
Proteins angeférbt, wobei die Bindung reversibel und die Sensitivitdt pH-abhéngig ist (Chial
& Splittgerber, 1993; Fazekas De St. Groth et al., 1963).

Fiir die Proteinfirbung wurde die Coomassie-basierte Firbeldsung ,,InstantBlue™* von

Expedeon nach Herstellerangaben genutzt, in welcher die SDS-Gele iiber Nacht auf dem

Taumler inkubiert und anschliefend im ,,Amersham Imager 600 dokumentiert wurden.

2.6.5 Semi-Dry Western Blot

Der Transfer von Proteinen auf Nitrocellulose-Membranen mittels Western Blot wurde
erstmalig von Towbin ef al. (1979) und Burnette (1981) beschrieben. Proteingemische werden
anhand ihres Molekulargewichts in einer SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt und
anschliefend auf Membranen (Nitrocellulose oder PVDF) iibertragen (Burnette, 1981;
Mahmood & Yang, 2012; Towbin et al., 1979). Zunéchst miissen die Membranen mit einem
,Blocking-Puffer geblockt werden, was unspezifische Bindungen der Antikdrper an die
Membranen verhindert. Der Nachweis der Proteine erfolgt hierbei {iber eine Inkubation mit
primiren und sekundédren AntikOérpern, wobei der primédre Antikorper gegen das nachzu-
weisende Protein und der sekundidre Antikorper gegen den priméren Antikdrper gerichtet ist
(Kurien & Hal Scofield, 2015; Mahmood & Yang, 2012; Towbin et al., 1979). Der sekundére
Antikorper ist zur Signaldetektion mit einer Meerrettichperoxidase (,,HRP*) gekoppelt,
welche die Oxidation des Substrats Luminol zu Luminoloxid katalysiert und die Bildung
eines angeregten 3-Amidogen-Dimethyl-Phthalat-Ions bedingt, das bei der Riickkehr in
seinen Grundzustand ein detektierbares Licht einer Wellenlinge von maximal 425 nm

emittiert (Mahmood & Yang, 2012; Yang et al., 2015).
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Transferpuffer

Tris 3,03 g/l
Glycin 14,4 g/l
SDS 0,10 % w/v
Methanol 20,0 % v/iv

Der Transferpuffer wurde bei 4 °C aufbewahrt.

10 x TBS
Tris 1 M
NaCl 1 M

Der pH-Wert wurde mit Salzsdure auf 7,5 eingestellt und die Losung wurde autoklaviert.

Waschpuffer
10 x TBS 10,0 % v/iv

Tween20 0,05 %

Der Blocking-Puffer zum Blocken der PVDF-Membranen bestand aus 5 % Magermilchpulver,

welches im Waschpuffer gelost wurde.

Fiir den Western Blot wurde die PVDF-Membran (,,PVDF Western Blotting Membranes®,
Roche) zuerst 1 min in Methanol dquilibriert, um die Aufnahme des Transferpuffers durch die
Membran zu ermoglichen. Zur Vorbereitung fiir den Western Blot wurden die Membran, das
SDS-Gel und die Blotting-Papiere (,,Extra thick blot paper*, Bio-Rad) 5 min bei 220 rpm mit
Transferpuffer auf dem Taumler gewaschen. Der Transfer erfolgte im ,,Trans-Blot SD Semi-
Dry Transfer Cell“ von Bio-Rad bei einer konstanten Stromstirke von 55 mA pro Gel fiir
1,5 h. Nach Blocken der Membran fiir 1 h bei 20 °C in Blocking-Puffer folgte die Inkubation
mit dem primdren Antikorper iiber Nacht bei 4 °C. Am folgenden Tag wurde die Membran
dreimal mit Waschpuffer gewaschen und 1 h mit dem sekundéiren Antikrper bei 20 °C
inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten wurde die Membran mit der Entwicklerlésung
(,,SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate®; Thermo Scientific) voll-
stindig bedeckt. Die Detektion der Chemilumineszenz erfolgte im ,,Amersham Imager 600*.
Die in der Dissertation genutzten primidren und sekundédren Antikorper sind in Tab. 5

angegeben.
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Tabelle 5: In der Dissertation fiir den Western Blot verwendete Antikdrper mit Angaben zu deren Herkunft und

Verdiinnung in Blocking-Puffer.

Bezeichnung Herkunft Verdiinnung
Primére Antikorper

Anti-V5 (Maus) Bio-Rad 1:1.000
Anti-GFP (Maus) Roche 1:1.000
Anti-PGK (Maus) Novex 1:1.000
Anti-T7-Tag (Maus) Novagen 1:10.000
Sekundéire Antikorper

Anti-Maus (Peroxidase-gekoppelt) Sigma 1:10.000

2.7 Weitere Methoden

2.7.1 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl der Hefe- und Bakterienkulturen erfolgte mithilfe der optischen

Dichte bei einer Wellenlédnge von 600 nm (ODeoo). Zur Messung wurde das Spektralfotometer

,Ultrospec 2100 pro“ von Amersham Biosciences genutzt.

2.7.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration wurde mithilfe des ,,NanoDrop 2000c* der Firma

Thermo Scientific durchgefiihrt.

2.7.3 Zellaufschluss

2.7.3.1 Bakterien

Zur Analyse der Proteinexpression in E. coli wurde ein Zellaufschluss mittels Ultraschall

durchgefiihrt. Hierbei wurden die geernteten Bakterienpellets in 6 ml 20 mM Tris/HCI

(pH 8,0) gelost, mit 20 pul/ml 25x Proteaseinhibitor-Stammldsung (,,cOmplete™, EDTA-free

Protease Inhibitor Cocktail®, Roche) versetzt und in Glasrohrchen tiberfiihrt. Der Aufschluss

wurde unter stindiger Eiskiihlung im ,,Sonifier 250 der Firma Branson bei folgenden

Einstellungen durchgefiihrt: Timer 2-6 min, Duty Cycle 65-70 %, Output Control 4-5.

Hierbei wurden die Zelllysate bis zum Verschwinden der Triilbung des Uberstands

aufgeschlossen; eine Erhitzung und ein Aufschdumen der Proben wurden vermieden. Nach

anschlieBender Zentrifugation fiir 5 min bei 14.000 rpm und 4 °C wurden die Uberstiinde
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entweder mit 3 x SDS-Probenpuffer versetzt und zur SDS-PAGE eingesetzt oder fiir eine
weitere Aufreinigung durch das ,,T7+Tag® Affinity Purification Kit von Novagen mithilfe
eines 0,45 um Zelluloseacetat-Spritzenvorsatzfilters filtriert (s. 2.6.2).

3 x SDS-Probenpuffer

H2Opterit 4,0 ml
0,5 M Tris/HCI-Losung (pH 6,8) 2,0 ml
Glyzerin 96 % 2,4 ml
SDS 1,0 ml

Coomassie Brilliant Blue

04 ml
(0,05 % (w/v))

Zur Herstellung von reduzierendem 3 x SDS-Probenpuffer wurden 10 % p-Mercaptoethanol zugesetzt.

2.7.3.2 Hefen

Die Proteinexpression in Hefezellen wurde mithilfe eines mechanischen Zellaufschlusses
analysiert. Die Hefen wurden zu Beginn 5 min bei 8.000 rpm abzentrifugiert und einmal mit
sterilem Wasser gewaschen. Das Pellet wurde in 100 pl SUMEB-Puffer und 10 pl der
25x Proteaseinhibitor-Stammldsung resuspendiert. Nach Uberfithren in mit Glasperlen
(Durchmesser: 1,0 mm) gefiillte Aufschlussréhrchen erfolgte der Zellaufschluss im ,,Precellys
Evolution* der Firma Bertin bei folgenden Einstellungen: Speed 5.800 rpm, Cycle 3 x 30 s,
Pause 30 s. Im Anschluss wurden die Proben 20 s bei 14.000 rpm abzentrifugiert und 5 min
bei 95 °C im Heizblock erhitzt. Die Ansétze konnten dann direkt zur SDS-PAGE eingesetzt
oder bei -20 °C gelagert werden. Fiir die Zellwandisolation aufgeschlossene Proben wurden in
Isolierungspuffer eingesetzt. Die Zugabe des SUMEB-Puffers und der 25x Proteaseinhibitor-

Stammldsung sowie das Erhitzen im Heizblock entfillt bei diesen Proben (s. 2.7.5).

SUMEB-Puffer

SDS 1,00 %
Harnstoff 8,00 M
MOPS (pH 6,8) 10,00 mM
EDTA 10,00 mM
Bromphenolblau 0,01 % (W/v)
(Nas)2S04 0,30 M
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2.7.4 TCA-Fillung

Zur Untersuchung des Proteingehalts in Zelliiberstinden wird eine Féllung mit Trichlor-
essigsdure (TCA) genutzt, wodurch Proteine konzentriert werden und direkt zur SDS-PAGE
eingesetzt werden konnen (Koontz, 2014).

Nach der Zentrifugation der zu untersuchenden Hefen wurden deren Uberstinde mit 50 %
TCA (Endkonzentration: 10 %) versetzt und 30-60 min oder iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Die Proteine wurden im Anschluss 15 min bei 4.500 rpm und 4 °C pelletiert und der
Uberstand verworfen. Nachdem das Pellet getrocknet wurde, konnte der Ansatz mit nicht-

reduzierendem SDS-Probenpuffer versetzt und zur SDS-PAGE eingesetzt werden.

2.7.5 Isolation von Hefezellwinden

In der vorliegenden Dissertation wurden neben ganzen Hefezellen auch isolierte Zellwiande
betrachtet, wodurch eine Verankerung der untersuchten Fusionskonstrukte in der Zellwand
nachgewiesen werden sollte. Die Zellwandisolation wurde nach einem Protokoll von
Schreuder et al. (1993) bzw. Breinig et al. (2006) durchgefiihrt.

Zu analysierende Ubernachtkulturen mit einer ODgoo =1 wurden 3 min bei 8.000 rpm
abzentrifugiert und dreimal mit Isolierungspuffer gewaschen. Nach Resuspension des Zell-
pellets in Isolierungspuffer folgte ein Zellaufschluss mit Glasperlen im ,,Precellys Evolution*
der Firma Bertin (s. 2.7.3.2), wonach die Proben fiir die folgenden Schritte auf Eis iiberfiihrt
wurden. Die erhaltenen Uberstinde wurden in neue Reaktionsgefile iiberfiihrt und die
Glasperlen mit Waschpuffer gewaschen bis keine Triibung mehr festzustellen war. Die
gepoolten Uberstinde wurden 5 min bei 2.000 rpm und 4 °C abzentrifugiert und die
resultierenden Pellets dreimal mit 1 mM PMSF gewaschen. Fiir den Einsatz der isolierten
Zellwinde in den Aktivitdtsassays wurden diese zuvor zweimal in dem entsprechenden Puffer

gewaschen (1 min, 13.000 rpm).

Isolierungspuffer
Tris/HCI (pH 7,8) 10 mM
PMSF 1 mM

PMSF-Stammldsung
PMSF 10 mM

Das PMSF wurde in Isopropanol gelost.
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Waschpuffer
NaCl 1 mM

PMSF 1 mM

2.7.6 Zellwandanker-Extraktion mittels Glukanase-Verdau

Zellwandproteine, die iiber einen GPI-Anker in der Zellwand verankert sind, konnen durch
eine Behandlung mittels B-1,3-Glukanasen aus der Zellwand herausgelost werden, indem die
B-1,3-glykosidischen Bindungen gespalten werden (Cappellaro et al., 1998; Kollar et al.,
1997; Lu et al., 1995; Montijn ef al., 1994; Valentin et al., 1984). Als B-1,3-Glukanase wurde
in den vorliegenden Experimenten eine Laminarinase aus Trichoderma sp. (EC 3.2.1.39)
verwendet und fiir den Glukanase-Verdau wurde ein modifiziertes Protokoll nach Schreuder
et al. (1993) genutzt.

Die Glukanase-Extraktion wurde direkt im Anschluss an eine Zellwandisolation durchgefiihrt.
Die Zellwinde wurden zu Beginn zweimal in 100 mM Natriumacetat-Losung gewaschen.
Danach wurden 0,15 U der Laminarinase-Stammldsung zugegeben und die Ansétze 2 h bei
37 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die Ansdtze erneut 0,15 U der Laminarinase-
Stammlosung versetzt und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach einer Zentrifugation fiir
Smin bei 12.000 rpm wurden die behandelten Proben zweimal mit 1 x PBS (pH 8,0)

gewaschen und zum jeweiligen Aktivitdtsassay eingesetzt (s. 2.5.1).

Natriumacetat-Losung

Natriumacetat 100 mM
PMSF 1 mM

Der pH-Wert wurde mit HCI auf 5,0 eingestellt.

Laminarinase-Stammldsung

Laminarinase 0,15 U

Die Laminarinase wurde in Natriumacetat-Losung gelost.
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2.7.7 Indirekte Immunfluoreszenz

Der Nachweis der indirekten Immunfluoreszenz von transformierten EBY 100-Hefezellen
wurde nach entsprechender Kultivierung durchgefiihrt. Es wurde hierbei ein anhand des
»pYDI1 Yeast Display Vector Kits* von Invitrogen modifiziertes Protokoll zur Farbung der
Hefezellen genutzt. Hierzu wurden 200 pl der Kulturen 5 min bei 9.000 rpm und 4 °C
abzentrifugiert und mit 1 x PBS (pH 8,0) gewaschen. Nach Resuspension des Zellpellets in
100 ul 1 x PBS (pH 8,0) wurde 1 pl des primédren Antikorpers zugegeben und 1,5 h auf Eis
inkubiert. Im Anschluss folgten zwei Waschschritte mit 1 x PBS (pH 8,0), eine Resuspension
in 1 x PBS (pH 8,0) sowie die Inkubation mit 1 ul des sekundidren Antikorpers 1,5 h auf Eis
im Dunkeln. Darauthin erfolgten zwei weitere Waschschritte mit 1 x PBS (pH 8,0) und das
Pellet wurde in 40 ul 1 x PBS (pH 8,0) aufgenommen. Die Hefezellen konnten dann zur
Fluoreszenzmikroskopie oder Durchflusszytometrie (s. 2.7.8) eingesetzt werden. Die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden hierbei mithilfe des Fluoreszenzmikroskops
Biozero BZ-8000 (Keyence) unter Verwendung des Olimmersionsobjektivs (PlanApo; VC;
100x; NA: 1,40; Nikon) dokumentiert. Die in der Dissertation zur indirekten Immun-

fluoreszenz eingesetzten Antikorper sind in Tab. 5 aufgefiihrt.

Tabelle 5: In der Dissertation zur indirekten Immunfluoreszenz verwendete Antikérper mit Angaben zu deren

Herkunft und Verdiinnung.

Bezeichnung Herkunft Verdiinnung

Primérer Antikorper

Anti-V5 (Maus) Bio-Rad 1:100
Anti-HA (Hase) Rockland 1:100
Sekundirer Antikorper

Anti-Maus-IgG (FITC-konjugiert) Sigma 1:100
Anti-Hase-1gG (FITC-konjugiert) Sigma 1:100

2.7.8 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie oder auch FACS (,,fluorescence activated cell sorting®) ist ein
Verfahren, welches zur schnellen Analyse von Zellen oder Partikeln anhand verschiedener
Parameter mittels Lichtstreuung dient. Durchflusszytometer bestehen hierbei aus
hauptséchlich drei Komponenten, die Fluidik-, Optik- und Elektroniksysteme umfassen. Das
Fluidiksystem besteht aus einer sogenannten Mantelfliissigkeit, in welcher die Probe unter

starkem Uberdruck fokussiert und zur Analyse zum Laser geleitet wird, der fluoreszierende
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Zellen mit einer bestimmten Wellenldnge anregt. Die emittierten Fluoreszenzsignale werden
dann von entsprechenden Detektoren registriert und konnen mithilfe eines elektronischen
Systems analysiert werden. Neben den Fluoreszenzsignalen kdnnen die Zellen auch durch das
sogenannte Vorwartsstreulicht (FSC; ,,forward scatter) anhand ihrer Grofe differenziert
werden. Zusétzlich ermoglicht die Detektion des Seitwirtsstreulichts (SSC; ,,side scatter®)
eine Unterscheidung der Zellen anhand ihrer Granularitit und internen Komplexitét
(McKinnon, 2018; Picot et al., 2012).

Zur durchflusszytometrischen Analyse wurde das BD LSRFortessa™ genutzt und die Daten
wurden mit der Software BD FACSDiva™ der Firma BD Life Sciences ausgewertet. Hierfiir
wurden die liber indirekte Immunfluoreszenz angefirbten Hefezellen nach zweimaligem
Waschen in 1 x PBS (pH 8,0) resuspendiert und in ein Rundbodenglas iiberfiihrt. Es wurden

von jeder Probe 10.000 Zellen in der durchflusszytometrischen Analyse gemessen.

2.8 Berechnungen

2.8.1 Berechnung des molaren Extinktionskoeffizienten £

Die Berechnung des molaren Extinktionskoeffizienten € von p-Nitrophenol anhand einer

Eichgerade erfolgte mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes:

E=cxdx¢&
E = Extinktion d = Schichtdicke der Kiivette
¢ = Konzentration € = molarer Extinktionskoeffizient

2.8.2 Berechnung der Esterase-Volumenaktivitit

Zur Berechnung der Volumenaktivitidt der Esterase A nach Substratumsetzung iiber einen
Zeitraum von 1 min wurde die unten angegebene Formel benutzt. Die berechnete Steigung
wurde durch das Fotometer als Absorptionsdnderung pro Sekunde angegeben, weshalb dieser
Wert zur Berechnung der finalen Volumenaktivitit mit dem Faktor 60 multipliziert wurde.
Der molare Extinktionskoeffizient € wurde mithilfe einer Kalibrationsgeraden bestimmt und

betrug 6,89 ml/(umol x cm). Die Werte OD(Kultur) und OD(Kiivette) betrugen 10 bzw. 0,32.

. A
Steigung [ | 0D (Kultur)
X
molarer Extinktionskoef fizient €  OD(Klvette)

Volumenaktivitat [U/ml] =
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3. Ergebnisse

Das ,,Yeast Surface Display* wurde zur Expression eines breiten Spektrums an Proteinen auf
der Zelloberflache unterschiedlicher Hefegattungen eingesetzt und es konnten Systeme zur
Katalyse von enzymatischen Reaktionsketten generiert werden. Zentraler Bestandteil dieser
Systeme sind hefeeigene Ankerproteine, welche unterschiedliche Arten der Verankerung
ermdglichen und sich aufgrund ihrer Eigenschaften in den Verankerungseffizienzen von
Protein zu Protein unterscheiden (Andreu & Li del Olmo, 2018; Van der Vaart et al., 1997).
In der vorliegenden Arbeit sollte ein zuvor etabliertes Zellwandverankerungssystem, das auf
der Immobilisierung eines Fusionskonstrukts aus einer Esterase A aus B. gladioli mit dem
Zellwandankerprotein Cwp2p basiert, erweitert und optimiert werden (Breinig et al., 2006).
Hierzu wurden Unterschiede in den Immobilisierungseffizienzen durch die Verwendung
weiterer, hefeeigener Zellwandanker in unterschiedlichen Hefestimmen analysiert. Mithilfe
unterschiedlicher Versuchsansidtze aus dem Feld der synthetischen Biologie sollten neue
Erkenntnisse iiber die Effekte verschiedener Zellwandkomponenten und Linkersequenzen,
einer durch unterschiedliche Promotoren und Terminatoren regulierten Genexpression sowie
einer erhohten Proteinbiosynthese im sekretorischen Weg auf die Zellwandverankerung der
EstA gewonnen werden. Als weitere Moglichkeit zur Verankerung der EstA sollten zudem
zwei Verankerungssysteme etabliert werden, bei welchen die Enzymimmobilisierung auf
unterschiedlichen Protein-Protein-Interaktionen beruhte. Die gewonnenen Erkenntnisse
sollten zur Verankerung von vier Kofaktor-abhingigen Dehydrogenasen auf der Zellober-
fliche von Hefen genutzt werden, wodurch NADH-/NADPH-Regenerationssysteme in Hefen

hergestellt werden konnten.

3.1 Zelloberflichenexpression der bakteriellen Esterase A in S. cerevisiae
Zur Oberfldchenexpression der EstA aus B. gladioli in S. cerevisiae wurden mehrere Arten
der Zellwandverankerung untersucht, die entweder die direkte Verankerung iiber hefeeigene
Zellwandankerproteine oder zwei Systeme, die auf unterschiedlichen Protein-Protein-
Interaktionen basieren, umfassen. Die Grundlage der Fusionskonstrukte zur N-terminalen
Zellwandverankerung bildete ein von Breinig et al. (2006) etabliertes Konstrukt, das aus der
KRE[-Signalsequenz (28 AS), der EstA aus B. gladioli und dem C-Terminus des
Zellwandankers Cwp2p mit GPI-Ankersignal (71 AS) zusammengesetzt war. Zum Vergleich
wurden die N-terminalen Zellwandanker Saglp und Sedlp nach der Verdffentlichung von
Van der Vaart et al. (1997) ausgewdhlt, von welchen 320 AS (Saglp) bzw. 230 AS (Sedlp)
des C-Terminus verwendet wurden (s. Abb. 2, a). Das Agalp-Aga2p-System wurde zur
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C-terminalen Verankerung der EstA eingesetzt. Die Verankerungskomponente Agalp
(725 AS) wird iiber einen GPI-Anker in der Zellwand verankert und besitzt Disulfidbriicken,
welche zur Verbindung mit der Adhdsionskomponente Aga2p (69 AS) notwendig sind
(Cappellaro et al., 1991, 1994; Roy et al., 1991). Das Fusionskonstrukt aus Aga2p und EstA
verfiigte liber die N-terminale AGAZ2-Signalsequenz (18 AS) und wurde mithilfe des
pYDI1-Vektors im EBY100-Stamm exprimiert (Boder & Wittrup, 1997; Cappellaro et al.,
1991) (s. Abb. 2, b). Zusitzlich zur N- und C-terminalen Verankerung sollte die EstA iiber ein
Verankerungssystem immobilisiert werden, das auf der Interaktion zwischen einer Kohésin 1-
und Dockerin Typ 1-Doméne aus C. cellulovorans beruhte. Die Kohésin 1-Doméine wurde
N-terminal iiber Cwp2p in der Hefezellwand verankert und das Fusionskonstrukt aus EstA
und Dockerin-Domine sollte iiber die Interaktion beider Doménen immobilisiert werden
(s. Abb. 2, ¢). Dariiber hinaus wurde ein weiteres System untersucht, was nach einem System
von Ito ef al. (2009) entworfen wurde und auf der Interaktion einer synthetischen ZZ-Doméne
aus S. aureus mit der Fc-Region von IgG-Antikorpern basierte. Die Verankerung der
ZZ-Domine erfolgte liber das Agalp-Aga2p-System, wohingegen die EstA durch die Fusion
mit einer humanen Fc-Region und deren Interaktion mit der ZZ-Doméne immobilisiert

werden sollte (s. Abb. 2, d).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der zur Immobilisierung der Esterase A aus B. gladioli verwendeten
Verankerungssysteme in S. cerevisiae. (a) Die EstA wurde iiber direkte N-terminale Fusionen mit den
GPI-verankerten Ankerproteinen Cwp2p (71 AS), Saglp (320 AS) und Sedlp (230 AS) auf der Zelloberfliche
von S. cerevisiae verankert. (b) Zusitzlich wurde ein C-terminales Fusionskonstrukt aus EstA und Aga2p
analysiert, bei welchem die Verankerung iiber die Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen dem
GPI-verankerten Agalp (725 AS) und dem Adhésionsprotein Aga2p (69 AS) ausgebildet wurde. (c) Als
mehrstufiges Verankerungssystem wurde ein Kohésin-Dockerin-basiertes System untersucht, bei dem eine
Kohidsin 1-Domine aus C. cellulovorans (,,Koh.“) iiber Cwp2p N-terminal auf der Zelloberflache verankert
wurde und die Interaktion tiber ein Fusionskonstrukt aus EstA und einer Dockerin Typ 1-Doméne (,,Dock®) aus
C. cellulovorans erreicht werden sollte. (d) AuBerdem wurde ein weiteres System betrachtet, bei dem die
Interaktion zwischen einer synthetischen ZZ-Domine aus S. aureus und der Fc-Doméne von IgG-Antikorpern
hergestellt werden sollte. Die ZZ-Doméne wurde iiber das Agalp-Aga2p-System durch eine C-terminale Fusion
in der Zellwand verankert, wodurch die EstA tiiber die fusionierte Fc-Domine und die ZZ-Fc-Interaktion

immobilisiert werden sollte.

3.1.1 Zelloberflichenexpression N-terminaler EstA-Fusionskonstrukte in S. cerevisiae

Die Expression der EstA wurde in Abhéngigkeit von unterschiedlichen Zellwandanker-
proteinen als N-terminale Fusionsproteine analysiert. Neben dem von Breinig et al. (2006)
beschriebenen Fusionskonstrukt aus KRE-Signalsequenz, EstA aus B. gladioli und Cwp2p
(,,EstA-CWP2*) wurden zwei analog aufgebaute Konstrukte entworfen, welche statt Cwp2p
die C-Termini der Zellwandanker Saglp (,,EstA-SAGI“) und Sedlp (,,EstA-SED1%)
enthalten. Die Konstrukte wurden als Xhol/Bgl/ll-Fragment in den pFB2-Vektor kloniert, wo
sie unter der transkriptionellen Kontrolle eines PGK/-Promotors und -Terminators standen

und in S. cerevisiae zur Oberflichenexpression transformiert wurden (s. Abb. 3).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der zur N-terminalen Immobilisierung der Esterase A verwendeten
Fusionskonstrukte in S. cerevisiae. Die Fusionskonstrukte bestehen aus einer KRE/-Signalsequenz
(,,KRE1-SS%), der EstA aus B. gladioli und den Ankerproteinen Saglp, Sed1p und Cwp2p (Breinig et al., 2006).
Die direkten Fusionskonstrukte wurden in den pFB2-Vektor kloniert und zur Zelloberflichenexpression in

S. cerevisiae transformiert.

Die enzymatische Aktivitit der EstA wurde mithilfe eines fotometrischen Assays bestimmt,
bei dem der Umsatz des Substrats p-Nitrophenylacetat zu p-Nitrophenol anhand der
Absorptionszunahme bei einer Wellenldnge von A = 405 nm {iber einen Zeitraum von 1 min in
Intervallen von 5s gemessen wurde. Fiir jedes biologische Replikat wurden Dreifach-
bestimmungen durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Volumenaktivitit wurde die unter 2.8.2
angegebene Berechnungsformel verwendet und 1 Unit [U] Esterase-Aktivitdt wurde als die
Menge an Enzym definiert, die 1 pumol/min p-Nitrophenol aus dem Substrat unter den
eingesetzten Reaktionsbedingungen freisetzt (Breinig et al, 2006). Hierzu wurde der
molekulare Extinktionskoeffizient € anhand einer Kalibrationsgerade einer p-Nitrophenol-
Verdiinnungsreihe im Bereich von 0-0,25 mM ermittelt und betrug 6,89 ml/(umol x cm)
(Daten nicht gezeigt). Die EstA-Aktivitit sollte zuerst in Abhdngigkeit der Ankerproteine
Saglp und Sedlp mit Cwp2p als N-terminale Fusionen in den S. cerevisiae-Stimmen
BY4742, S86¢ und SEY6210 verglichen werden. Die Fusionskonstrukte wurden im pFB2-
Vektor in die Hefestimme transformiert und es wurden jeweils drei biologische Replikate

(n = 3) analysiert. Als Negativkontrolle diente der Grundvektor YEp352 (s. Abb. 4).
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Abb. 4: Volumenaktivititen N-terminal verankerter EstA-Fusionskonstrukte in unterschiedlichen
S. cerevisiae-Stimmen. Die N-terminalen Fusionskonstrukte der EstA aus B. gladioli mit den Ankerproteinen
Cwp2p, Saglp und Sedlp wurden im pFB2-Vektor in die Stimme BY4742, S86¢c und SEY6210 transformiert.
Als Negativkontrolle wurde der Leervektor YEp352 genutzt. Die Bestimmung der Volumenaktivitit [mU/ml]
erfolgte anhand des Umsatzes des Substrats p-Nitrophenylacetat zu p-Nitrophenol durch die Absorptions-
messung bei einer Wellenldnge A =405 nm iiber einen Zeitraum von 1 min. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
den zugehorigen Standardabweichungen von drei biologischen Replikaten (n=3), die jeweils in Tripletten

gemessen wurden.

Im BY4742-Stamm zeigten die Fusionskonstrukte der EstA mit Cwp2p (798,3 mU/ml) und
Sedlp (780,2 mU/ml) die hochsten Volumenaktivititen, wobei fiir Saglp lediglich eine
Volumenaktivitit von 517,0 mU/ml festgestellt werden konnte. Fiir ,,EstA-CWP2* konnte in
S86c mit 1.864,2 mU/ml die hochste Volumenaktivitdit gemessen werden. Bei den
Ankerproteinen Saglp (993,3 mU/ml) und Sedlp (952,2 mU/ml) traten zueinander &hnliche
Volumenaktivititen auf. Der Hefestamm SEY6210 zeigte im Vergleich zu den weiteren
Hefestimmen die niedrigsten EstA-Volumenaktivititen. Fiir das Zellwandprotein Sedlp
wurde die hochste Aktivitdt mit 762,0 mU/ml bestimmt, wobei die weiteren Fusionsproteine
Volumenaktivititen von 653,1 mU/ml (Cwp2p) und 435,4 mU/ml (Saglp) aufwiesen. Die
YEp352-Negativkontrolle zeigte in allen Hefestimmen vergleichbar niedrige Volumen-
aktivititen mit 108,8 mU/ml fir BY4742, 122,4 mU/ml fir S86c und 108,8 mU/ml fiir
SEY6210. Die hochste Volumenaktivitdt der EstA konnte fiir den Zellwandanker Cwp2p im
Hefestamm S86¢ beobachtet werden, wobei in diesem Stamm auch fiir alle betrachteten
Ankerproteine hohere Volumenaktivititen festgestellt wurden. Die Verankerung der EstA

iiber Cwp2p stellte sich — abgesehen vom SEY6210-Stamm — am effizientesten dar,
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wohingegen die Volumenaktivititen der Saglp-Konstrukte auller in S86¢ im Vergleich zu
Cwp2p und Sed1p deutlich niedriger waren (s. Abb. 4).

Zum Nachweis der Verankerung der EstA-Fusionskonstrukte iiber Cwp2p, Saglp und Sedlp
in der Zellwand von S. cerevisiae wurde eine Zellwandisolation mit darauffolgender
Glukanase-Behandlung in den Hefestimmen BY4742, SEY6210 und S86¢ durchgefiihrt.
Hierzu wurden die transformierten Hefezellen mithilfe eines mechanischen Zellaufschlusses
mit Glasperlen aufgeschlossen und die Zellwdnde nach mehreren Waschschritten isoliert.
Anschlieend wurden die Zellwénde mit einer Laminarinase aus 7richoderma sp. inkubiert,
welche die B-1,3-glykosidischen Bindungen der Zellwandproteine spalten und somit zu einer
verringerten EstA-Aktivitdt im EstA-Assay fiihren sollte. In Abb. 5 sind die verbleibenden
Volumenaktivititen der isolierten Zellwidnde der Hefestimme BY4742, SEY6210 und S86¢
nach Laminarinase-Behandlung dargestellt, welche die Fusionskonstrukte ,,EstA-CWP2%,
,»EstA-SAGI1“ und ,,EstA-SED1* im pFB2-Vektor exprimieren. Zur Vergleichbarkeit wurden
die Volumenaktivitdten nach und vor Glukanase-Behandlung ins Verhiltnis gesetzt. Fiir jedes
Fusionskonstrukt wurden drei biologische Replikate (n=3) betrachtet und es wurde der
Leervektor YEp352 als Kontrolle mitgefiihrt, deren Volumenaktivititen in Abb. 33-35 im
Anhang aufgefiihrt sind.
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Abb. 5: Verbleibende Volumenaktivititen N-terminaler EstA-Fusionskonstrukte in isolierten Zellwéinden
unterschiedlicher S. cerevisiae-Stimme nach Glukanase-Behandlung. Die N-terminalen Fusionskonstrukte
der EstA aus B. gladioli mit den Ankerproteinen Cwp2p, Saglp und Sedlp wurden im pFB2-Vektor in die
Stimme BY4742, SEY6210 und S86c¢ transformiert. Als Negativkontrolle wurde der Leervektor YEp352
genutzt. Die Zellwdnde wurden mithilfe eines mechanischen Zellaufschlusses mit Glasperlen und PMSF isoliert.
Zum Verdau der p-glykosidischen Bindungen wurde als f-1,3-Glukanase eine Laminarinase aus
Trichoderma sp. (0,15 U) eingesetzt. Die Bestimmung der Volumenaktivitdt [mU/ml] vor und nach Glukanase-
Behandlung erfolgte anhand des Umsatzes des Substrats p-Nitrophenylacetat zu p-Nitrophenol durch die
Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge A =405 nm {iber einen Zeitraum von 1 min (s. Abb. 33-35 im
Anhang). Dargestellt sind die verbleibenden Volumenaktivititen der EstA-Fusionsproteine als Verhiltnis der
Volumenaktivitdten nach und vor Glukanase-Verdau [%] von drei biologischen Replikaten (n = 3), die jeweils in
Tripletten gemessen wurden. Aufgrund der prozentualen Angabe der verbleibenden Volumenaktivititen wurde
hier auf eine Darstellung der Standardabweichungen verzichtet, die jedoch fiir die jeweiligen Hefestimme in

Abb. 33-35 im Anhang aufgefiihrt sind.

Nach Laminarinase-Behandlung konnten fiir den Hefestamm BY4742 verbleibende
Volumenaktivititen von 79,7 % fiir ,,EstA-CWP2*, 81,1 % fiir ,,EstA-SAG1‘“ und 70,1 % fiir
,EstA-SED1* festgestellt werden. In SEY6210 wies die iiber Cwp2p verankerte EstA eine
verbleibende Volumenaktivitit von 74,1 % auf, wohingegen die Glukanase-Behandlung zu
verbleibenden Volumenaktivitdten von 76,3 % fiir Saglp und 79,6 % fiir Sedlp fiihrte. Im
S86c-Stamm traten im Vergleich zu den beiden anderen Hefestimmen die hdchsten
verbleibenden Volumenaktivititen mit 83,2 % fiir Cwp2p, 93,6 % fiir Saglp und 89,6 % fiir
Sedl1p auf. Durch die Verringerung der EstA-Aktivitit nach Laminarinase-Behandlung konnte
in allen Hefestimmen auf eine Verankerung des Enzyms iiber die drei Zellwandankerproteine

Cwp2p, Saglp und Sedlp in der Zellwand geschlossen werden (s. Abb. 5).
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Zusitzlich zur Expression der N-terminalen EstA-Fusionskonstrukte im pFB2 wurden die
zwei Konstrukte mit der hochsten Volumenaktivitit (,,EstA-CWP2“ und ,,EstA-SED1%)
mittels ,,In-Fusion® HD Cloning® in den pYX242-Vektor kloniert, der einen konstitutiven
TPI-Promotor besitzt. Dieser Vektor wurde aufgrund des enthaltenen LEUZ2-Selektions-
markers genutzt, um 1im spdteren Verlauf der Experimente Koexpressionen mit
unterschiedlichen ER-Chaperonen zu ermdglichen. Die FEinfliisse des Vektors auf die
Zellwandverankerung sollten nach Transformation in S. cerevisiae im EstA-Assay bestimmt

werden (s. Abb. 6).

EstA

- EstA | cwpz |
| kREt-ss | |

SED1 |

PR ——

Expression in S. cerevisiae

Abb. 6: Schematische Darstellung der zur N-terminalen Immobilisierung der Esterase A verwendeten
Fusionskonstrukte im pYX242-Vektor. Die Fusionskonstrukte bestehen aus einer KREI-Signalsequenz
(,,KRE1-SS), der EstA aus B. gladioli und den Ankerproteinen Cwp2p und Sedlp. Die direkten
Fusionskonstrukte wurden mittels ,,In-Fusion® HD Cloning* in den pYX242-Vektor kloniert und zur

Zelloberflachenexpression in S. cerevisiae transformiert.

Die Fusionskonstrukte aus der Esterase A und den Zellwandproteinen Cwp2p und Sedlp
sowie der pYX242-Leervektor wurden in die S. cerevisiae-Stimme BY4742, S86c und
SEY6210 transformiert. Zur Bestimmung der Volumenaktivitit wurden jeweils drei
biologische Replikate (n=3) betrachtet und die entsprechenden Mittelwerte mit
Standardabweichungen sind in Abb. 7 dargestellt. Der BY4742-Stamm zeigte fiir die
Fusionskonstrukte mit den Ankerproteinen Cwp2p (226,8 mU/ml) und Sedlp (208,6 mU/ml)
im Vergleich zum Leervektor nur leicht erhohte Volumenaktivititen (pYX242;
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163,3 mU/ml). Die héchsten Volumenaktivititen traten im S86¢c-Stamm fiir die EstA-Fusion
mit Cwp2p mit 653, mU/ml und Sedlp mit 453,6 mU/ml auf, wohingegen die
Volumenaktivitit der mit dem Leervektor transformierten Hefezellen bei 190,5 mU/ml lag.
Fiir ,,EstA-CWP2“ konnte eine Volumenaktivitit von 444,5 mU/ml und fiir ,,EstA-SED1* von
317,5 mU/ml im SEY6210-Stamm gemessen werden. Die pYX242-Negativkontrolle zeigte
eine niedrigere Volumenaktivitit von 190,5 mU/ml (s. Abb. 7). Im Vergleich mit den
Ergebnissen der Oberflachenexpression im pFB2-Vektor fiel auf, dass die Volumenaktivititen
der Fusionskonstrukte in den betrachteten Hefestimmen fiir die Expression im pYX242-
Vektor unter Kontrolle des 7P/-Promotors niedriger waren (vgl. Abb. 4).
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Abb. 7: Volumenaktivititen N-terminaler EstA-Fusionskonstrukte in unterschiedlichen S. cerevisiae-
Stimmen nach Expression im pYX242-Vektor. Die N-terminalen Fusionskonstrukte der EstA aus B. gladioli
mit den Ankerproteinen Cwp2p und Sedlp wurden im pYX242-Vektor in die Stimme BY4742, S86¢c und
SEY6210 transformiert. Als Negativkontrolle wurde der Leervektor pYX242 genutzt. Die Bestimmung der
Volumenaktivitdt [mU/ml] erfolgte anhand des Umsatzes des Substrats p-Nitrophenylacetat zu p-Nitrophenol
durch die Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge A =405 nm iiber einen Zeitraum von 1 min. Dargestellt
sind die Mittelwerte mit den zugehodrigen Standardabweichungen von drei biologischen Replikaten (n = 3), die

jeweils in Tripletten gemessen wurden.

3.1.2 Zelloberflichenexpression C-terminaler EstA-Fusionskonstrukte in S. cerevisiae

Neben der N-terminalen Verankerung der EstA aus B. gladioli wurde eine C-terminale
Verankerung liber das Agalp-Aga2p-System in S. cerevisiae untersucht. Hierzu wurde ein
Fusionskonstrukt im pYD1-Vektor mittels ,,In-Fusion® HD Cloning* generiert, welches aus
der AGA2-Signalsequenz, Aga2p und der EstA bestand. Durch die Expression im EBY 100-

Stamm, welcher das AGAI-Gen unter Kontrolle eines Galaktose-induzierbaren Promotors
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exprimiert, sollte das Fusionskonstrukt {iber die Ausbildung zweier Disulfidbriicken zwischen

Agalp und Aga2p auf der Zelloberfliche verankert werden (s. Abb. 2 und 8).

B s | e |

PP —

Expression in S. cerevisiae

Abb. 8: Schematische Darstellung des zur C-terminalen Immobilisierung der Esterase A verwendeten
Fusionskonstrukts in S. cerevisiae. Das Fusionskonstrukt besteht aus einer A GA2-Signalsequenz (,,4 GA2-SS*),
dem Ankerprotein Aga2p (,AGA2“) und der EstA aus B. gladioli. Die EstA wurde mittels ,,In-Fusion® HD
Cloning® in den pYD1-Vektor kloniert und als Fusionskonstrukt zur Zelloberflachenexpression im S. cerevisiae-
Stamm EBY 100 exprimiert, in welchem die Expression des 4GA4/-Gens unter der Kontrolle eines induzierbaren
GALI-Promotors steht und die indirekte Immobilisierung des Fusionskonstrukts aus Aga2p und EstA ermdglicht
(s. Abb. 2).

Zur Analyse der Volumenaktivitit der liber Agalp-Aga2p-verankerten EstA wurden die
Hefezellen iiber Nacht in Glukose-haltigem Trp d/o-Medium bei 30 °C kultiviert, in
Galaktose-haltiges Medium geshiftet und 6 d bei 20 °C unter Schiitteln induziert. Als
Kontrolle dienten mit dem pYDI-Leervektor transformierte Hefezellen. Es wurden jeweils
drei biologische Replikate (n = 3) in Dreifachbestimmungen analysiert. Die Mittelwerte der
Volumenaktivititen mit Standardabweichungen sind in Abb. 9 dargestellt. Fiir die EstA-
exprimierenden Hefezellen konnte eine Volumenaktivitdt von 1.215,5 mU/ml festgestellt
werden. Die mit der pYDI1-Negativkontrolle transformierten Hefen zeigten eine Volumen-
aktivitdit von 193,1 mU/ml (s. Abb. 9). Aufgrund dieser Ergebnisse konnte neben einer
N-terminalen auch eine erfolgreiche C-terminale Verankerung der EstA im EBY 100-Stamm
erstmalig demonstriert werden, was sich als weitere effiziente Art der EstA-Verankerung

erwies.
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Abb. 9: Volumenaktivitit der iiber das Agalp-Aga2p-System verankerten EstA in S. cerevisiae. Das
C-terminale Fusionskonstrukt der EstA aus B. gladioli mit dem Ankerprotein Aga2p wurde im pYD1-Vektor in
den EBY100-Stamm transformiert. Die Transformanten wurden in Trp d/o-Glukose-Medium iiber Nacht bei
30 °C kultiviert, in Galaktose-haltiges Medium geshiftet und fiir 6 d bei 20 °C unter Schiitteln induziert. Als
Negativkontrolle wurde der Leervektor pYD1 genutzt. Die Bestimmung der Volumenaktivitdt [mU/ml] erfolgte
anhand des Umsatzes des Substrats p-Nitrophenylacetat zu p-Nitrophenol durch die Absorptionsmessung bei
einer Wellenldinge A =405nm iiber einen Zeitraum von 1 min. Dargestellt sind die Mittelwerte mit den
zugehdrigen Standardabweichungen von drei biologischen Replikaten (n = 3), die jeweils in Tripletten gemessen

wurden.

3.1.3 Zelloberflichenexpression N-terminaler EstA-Fusionskonstrukte in P. pastoris

Die neben S. cerevisiae am meisten zum Zelloberfldchendisplay eingesetzte Hefegattung stellt
P. pastoris dar, welche einen methylotrophen Stoffwechsel besitzt und in hohen Zelldichten
wachsen kann (Andreu & Li del Olmo, 2018; Cereghino & Cregg, 2000; Cregg et al., 2000;
Juturu & Wu, 2018). In P. pastoris konnte bereits eine Vielzahl an Proteinen produziert und
auch immobilisiert werden (Andreu & Li del Olmo, 2018; Baghban et al., 2019). Neben den
aus P. pastoris stammenden Zellwandankerproteinen wurden in den Expressionssystemen vor
allem die bereits in S. cerevisiae erfolgreich eingesetzten Zellwandankerproteine genutzt,
welche auch in der vorliegenden Dissertation in Form von Cwp2p, Saglp und Sedlp
betrachtet wurden (Andreu & Li del Olmo, 2018; Zhang et al., 2013). Die Einfliisse der
Expression in der methylotrophen Hefegattung P. pastoris auf die N-terminale Zellwand-
verankerung der EstA sollten im Folgenden analysiert werden, wobei die Expression mithilfe
des im ,,Pichia Expression Kit*“ (Invitrogen) erhiltlichen pPIC9-Vektors durchgefiihrt wurde.
Eine Untersuchung der C-terminalen Verankerung der EstA mittels Agalp-Aga2p war nicht
moglich, da kein kommerziell erhéltlicher Hefestamm mit induzierbarer Agalp-Expression
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verfiigbar war. Zur Bestimmung der Volumenaktivitdt der zellwandverankerten EstA wurden
die N-terminalen Fusionskonstrukte mit den Zellwandankerproteinen im pPIC9-Vektor in den
P. pastoris-Stimmen KM71 und GS115 exprimiert. Es wurde ein von Miiller (2008)
generiertes Konstrukt aus EstA und Cwp2p genutzt. Zusétzlich wurden die bereits im pFB2
vorliegenden Fusionskonstrukte aus EstA und Saglp bzw. Sedlp mittels PCR ohne
KRE]-Signalsequenz amplifiziert und als EcoRlI/Avrll-Fragment in den pPIC9-Vektor
kloniert, welcher iiber die Signalsequenz des a-Mating-Faktors (,,a-MF-SS*; 89 AS) verfligt.
Fiir die Transformation iiber Elektroporation wurden die Expressionsvektoren anhand des
»Pichia Expression Kits* (Invitrogen) mit Stul im funktionellen HIS4-Gen des pPIC9-Vektors
linearisiert, was zur Plasmidintegration tiber ein Crossover-Ereignis zwischen dem HIS4-Gen
und dem defekten his4-Lokus ins Pichia-Chromosom fiihrt. Die wildtypische Genkopie liegt
somit in einem funktionellen Zustand vor und ermoglicht die Selektion als HI/S4-Prototrophie-
marker. Diese Art der Integration besitzt keinen Einfluss auf den AOXI-Lokus, weshalb die
Hefestimme KM71 und GS115 keine Verdnderungen in den Phénotypen der Methanol-
verwertung zeigen (KM71: His" Mut®; GS115: His* Mut") (Diehl, 2008) (s. Abb. 10).

EStA | Cwp2 |

EstA | sAG1 |

EstA | SED1 |

PR ———

Expression in P. pastoris

Abb. 10: Schematische Darstellung der zur N-terminalen Immobilisierung der Esterase A verwendeten
Fusionskonstrukte in P. pastoris. Die Fusionskonstrukte bestehen aus der Signalsequenz des a-Mating-Faktors
(,,a-MF-SS*; 89 AS), der EstA aus B. gladioli und den Ankerproteinen Saglp, Sedlp und Cwp2p
(Miiller, 2008). Die direkten Fusionskonstrukte wurden in den pPIC9-Vektor kloniert und zur Zelloberflachen-

expression in P. pastoris exprimiert.
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Die Analyse der Zelloberfldchenexpression der N-terminalen Fusionskonstrukte aus EstA und
Cwp2p, Saglp und Sedlp erfolgte in den P. pastoris-Stimmen KM71 und GS115 in
Abhiangigkeit verschiedener pH-Werte. Nach erfolgreicher Selektion der Transformanten auf
His d/o-Platten folgte eine Inkubation der Kolonien in Fliissigmedium iiber 24 h bei 30 °C.
Hauptkulturen wurden in unterschiedlich gepuffertem BMG-Medium angeimpft (4 %) und
iiber Nacht bei 26 bzw. 28 °C kultiviert. Die Induktion der Kulturen erfolgte nach Shiften der
Zellpellets in gepuffertes BMM-Medium {iiber 4-5 d bei 26 bzw. 28 °C bei tiglicher Zugabe
von 0,5 % Methanol. Zur Pufferung der Medien wurden 100 mM Natriumphosphatpuffer
(pH 7,0) (A) und 100 mM Kaliumphosphatpufter (pH 6,0) (B und C) eingesetzt (s. Abb. 11).
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Abb. 11: pH-Wert-Abhingigkeit der Volumenaktivititen N-terminaler EstA-Fusionskonstrukte in
P. pastoris. Die N-terminalen Fusionskonstrukte der EstA aus B. gladioli mit den Ankerproteinen Cwp2p, Saglp
und Sedlp wurden im pPIC9-Vektor in die Stimme KM71 und GS115 transformiert. Als Negativkontrolle
wurde der Leervektor pPIC9 genutzt. Die selektierten Hefezellen wurden zuerst fiir 24 h in BMG-Medium mit
100 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) (A) oder 100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6,0) (B und C)
kultiviert. Die Induktion in analog gepuffertem BMM-Medium erfolgte fiir 4 d bei 28 °C und 165 rpm (A und B)
oder 5 d bei 26 °C und 165 rpm (C) mit 0,5 % Methanol. Die Bestimmung der Volumenaktivitdt [mU/ml]
erfolgte anhand des Umsatzes des Substrats p-Nitrophenylacetat zu p-Nitrophenol durch die Absorptions-
messung bei einer Wellenldnge A =405 nm iiber einen Zeitraum von 1 min. Dargestellt sind die Volumen-

aktivitdten einzelner biologischer Replikate (n = 1), die jeweils in Tripletten gemessen wurden.
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In Abb. 11 sind die Volumenaktivititen der P. pastoris-Stimme KM71 und GSI115
dargestellt, welche die N-terminalen Fusionskonstrukte der EstA mit den Zellwandanker-
proteinen Cwp2p, Saglp und Sedlp sowie den pPIC9-Leervektor exprimierten. Zur
Ermittlung der Volumenaktivititen wurden einzelne Kolonien (n=1) analysiert, die in
Dreifachbestimmungen gemessen wurden. Die ,,EstA-CWP2“-Transformanten zeigten bei
einer Inkubation tiiber 4d in 100 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) bei 28 °C
Volumenaktivititen von 625,9 mU/ml fiir KM71 und 299,3 mU/ml fiir GS115. Die hochsten
EstA-Volumenaktivititen fiir dieses Puffersystem traten im KM71-Stamm fiir die
Verankerung iiber Sed1p mit 1.606,6 mU/ml und Saglp mit 1.306,2 mU/ml auf, wihrend fiir
die pPIC9-Negativkontrolle eine Volumenaktivitit von 408,2 mU/ml festgestellt werden
konnte. In GS115 lag fiir die Ankerproteine Saglp und Sedlp eine deutlich niedrigere
Volumenaktivitdt mit jeweils 272,1 mU/ml vor, die niedriger als die Volumenaktivitit der
pPIC9-Kontrolle (299,3 mU/ml) war (s. Abb. 11, A). Bei einer Pufferung mittels Kalium-
phosphatpuffer (100 mM; pH 6,0) tiber 4 d bei 28 °C zeigte das ,,EstA-SED1“-Konstrukt im
KM71-Stamm mit 3.347,2 mU/ml die hochste Volumenaktivitit. Im Gegensatz dazu trat fiir
die Sedlp-Verankerung in GS115 die niedrigste Volumenaktivitit mit 381,0 mU/ml bei
einem pH-Wert von 7,0 auf. Fiir das Fusionskonstrukt aus EstA und Cwp2p konnten in beiden
Stimmen dhnliche Volumenaktivititen festgestellt werden (KM71:1.387,9 mU/ml bzw.
GS115: 1.360,7 mU/ml). Die iiber Saglp verankerte EstA zeigte eine Volumenaktivitit in
KM71 von 1.959,4 mU/ml und 435,4 mU/ml in GS115, wihrend fiir die Negativkontrolle in
KMT71 eine Volumenaktivitidt von 435,4 mU/ml und 381,0 mU/ml in GS115 bestimmt werden
konnte (s. Abb. 11, B). In Abhingigkeit des pH-Werts konnte die hochste Volumenaktivitit
fiir die liber Sedlp verankerte EstA bei beiden Pufferlosungen und pH-Werten festgestellt
werden. Zudem erwies sich die Zellwandverankerung im KM71-Stamm effektiver als im
GS115-Stamm, wéhrend in KM71 fiir die Pufferung iiber den Kaliumphosphatpufter (pH 6,0)
fiir alle Fusionskonstrukte hohere Volumenaktivititen im Vergleich zur Pufferung {iber den
Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) nachgewiesen werden konnten (s. Abb. 11, A und B).

Aufgrund der hoéheren Volumenaktivititen der EstA fiir die Pufferung mittels
Kaliumphosphatpuffer bei einem pH-Wert von 6,0 wurde zusdtzlich eine Induktion der
Expression iiber 5d bei 26 °C untersucht. Hier fiel auf, dass die hochste EstA-
Volumenaktivitit fiir die Cwp2p-Verankerung im KM71-Stamm vorlag (3.374,5 mU/ml),
wihrend im GS115-Stamm eine Volumenaktivitidt von 1.251,8 mU/ml fiir Cwp2p auftrat. Die
weiteren Volumenaktivititen im KM71-Stamm lagen bei 2.122,6 mU/ml fiir Saglp,
462,6 mU/ml fir Sedlp und 517,1 mU/ml fiir die pPIC9-Kontrolle. Im GS115-Stamm war

98



Ergebnisse

auffillig, dass sich fiir die Verankerung tiber Saglp (326,6 mU/ml) und Sed1p (299,3 mU/ml)
zum Leervektor (326,6 mU/ml) dhnliche Volumenaktivititen zeigten (s. Abb. 11, C). Durch
die Erhohung der Induktionsdauer auf 5 d bei gleichzeitiger Verringerung der Temperatur auf
26 °C ergab sich im Gegensatz zu den vorherigen Ergebnissen eine deutliche Erhohung der
Volumenaktivitit des ,,EstA-CWP2“-Konstrukts im KM71-Stamm. Die Volumenaktivitit des
,EstA-SED1%“-Konstrukts, welches bei einer Induktionstemperatur von 28 °C die hdchste
Volumenaktivitit aufwies, sank hingegen auf das Niveau der Leervektor-Kontrolle. Fiir die
Verankerung der EstA iiber Saglp traten unabhéngig von den Induktionskonditionen dhnliche
Volumenaktivititen in KM71 auf. Die verdnderten Expressionsbedingungen hatten auf die
Zelloberflachenexpression der Fusionskonstrukte im GS115-Stamm keinen merklichen
Einfluss (s. Abb. 11, B und C). Somit konnte flir die N-terminale EstA-Expression in
P. pastoris testgestellt werden, dass die Immobilisierung mit den drei Ankerproteinen Cwp2p,
Saglp und Sedlp erfolgreich nachgewiesen werden konnte. Die Verankerungseffizienzen der
Ankerproteine waren jedoch stark vom Stammbhintergrund, von der Pufferung des Mediums,
der Induktionstemperatur und -dauer abhdngig, was zum Teil deutliche Unterschiede in den

EstA-Aktivititen bedingte.

3.2 Optimierung der Zelloberflichenimmobilisierung in S. cerevisiae mithilfe von
synthetischer Biologie

Im weiteren Verlauf bestand das Ziel darin, die N-terminale Oberfldchenexpression der EstA
in S. cerevisiae durch unterschiedliche Ansétze der synthetischen Biologie zu optimieren.
Hierzu wurde die EstA-Expression in acht unterschiedlichen Deletionsmutanten von
Komponenten der Hefezellwand untersucht, um mogliche Einfliisse der verdnderten
Zellwandstruktur auf die EstA-Aktivitit zu analysieren. Zusétzlich wurden Fusionskonstrukte
erstellt, welche zwei unterschiedliche Linkersequenzen zwischen Enzym und Ankerprotein
besaBlen, was mogliche sterische Einfliisse in der Zellwand verringern und die extrazellulédre
Substratzugédnglichkeit erhohen sollte. Auswirkungen auf die EstA-Aktivitdt durch eine
erhohte Proteinfaltung wurden durch die Koexpression eines UPR-Regulatorproteins und drei
unterschiedlichen ER-Chaperonen betrachtet. In den vorangegangenen Experimenten stand
die Expression der Fusionskonstrukte entweder unter der Kontrolle eines PGKI- bzw.
TPI-Promotors, weshalb die Effekte von 19 unterschiedlichen Promotoren und sechs
Terminatoren auf die EstA-Verankerung untersucht wurden. Im Folgenden wurden

ausschlieBlich die Fusionskonstrukte aus EstA und Cwp2p bzw. Sed1p in den Enzym-Assays
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betrachtet, weil das ,,EstA-SAGI1“-Konstrukt in den vorangegangenen Experimenten die

niedrigste Volumenaktivitét der drei betrachteten N-terminalen Fusionskonstrukte zeigte.

3.2.1 Zelloberflichenimmobilisierung der EstA in Deletionsmutanten der Zellwand

Die Effizienz der Zellwandimmobilisierung der EstA wurde in Abhingigkeit der Deletion
verschiedener Gene, deren Genprodukte zentrale Zellwandkomponenten darstellen bzw. fiir
deren Synthese verantwortlich sind, analysiert. Von den Vertretern der KRE-Familie
(,,Killertoxin resistant*) wurden Krelp, Kre2p und Kre6p deletiert, die ma3geblich an der
Zellwandzusammensetzung und Resistenz gegeniiber dem K1-Killertoxin beteiligt sind
(Boone et al., 1990; Hill et al., 1992; Hutchins & Bussey, 1983). Neben den Vertretern der
KRE-Familie wurden die Effekte der Deletionen von Mnnlp, Mnn2p und Mnn5p der
MNN-Familie untersucht, die fiir im Golgi-Apparat lokalisierte Mannosyltransferasen
kodieren, welche a-1,2- bzw. a-1,3-Mannosylierungen von N- und O-Glykoproteinen
durchfiihren (Graham et al., 1994; Lussier et al., 1999; Raschke et al., 1973; Rayner &
Munro, 1998; Yip et al., 1994). Zusétzlich wurden Deletionsmutanten der Zellwandproteine
Cwp2p und Sedlp betrachtet, um durch die Deletion weiterer Zellwandproteine mehr
Freiraum fiir die Zelloberflichenexpression der Fusionskonstrukte zu generieren, da diese
einen Grofteil der GPI-CWPs der Hefezellwand ausmachen (Van der Vaart et al, 1995,
1997).

Wie zuvor erwdhnt wurden die N-terminalen Fusionskonstrukte aus EstA und Cwp2p bzw.
Sed1p im pFB2-Vektor in die acht Deletionsmutanten Akrel, Akre2, Akre6, Amnnl, Amnn2,
Amnn5, Acwp2 und Asedl des S. cerevisiae-Stamms BY4742 transformiert. Aufgrund der
ausschlieflichen Verfiigbarkeit der Deletionsmutanten im BY4742-Stammbhintergrund
konnten die folgenden Untersuchungen nur in Abhingigkeit dieses Stamms durchgefiihrt
werden. Die Effekte der Deletion der unterschiedlichen Zellwandkomponenten auf die

EstA-Aktivitdt wurden fotometrisch bestimmt (s. Abb. 12).
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Abb. 12: Schematische Darstellung der zur N-terminalen Immobilisierung der Esterase A verwendeten
Fusionskonstrukte in Zellwand-Deletionsmutanten. Die Fusionskonstrukte bestehen aus einer
KRE-Signalsequenz (,,KRE1-SS*), der EstA aus B. gladioli sowie den Ankerproteinen Cwp2p und Sedlp. Sie
wurden im pFB2 zur Zelloberflichenexpression in acht unterschiedliche Zellwand-Deletionsmutanten von

S. cerevisiae transformiert.

Die Volumenaktivititen der in den Deletionsmutanten Akrel, Akre2, Akre6, Amnnl, Amnn2,
Amnn5, Acwp2 und Ased1 exprimierten Fusionskonstrukte aus EstA und den Zellwandankern
Cwp2p bzw. Sedlp sowie des YEp352-Leervektors sind in Abb. 13 dargestellt. Fiir jede
Kombination aus Fusionskonstrukt und Deletionsmutante wurde ein biologisches Replikat
(n=1) analysiert, wobei die Messung der Volumenaktivitit in Dreifachbestimmungen
durchgefiihrt wurde. Zum Vergleich sind auch die entsprechenden Volumenaktivititen im

Wildtyp-Stamm BY4742 aus Abb. 4 dargestellt.
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Abb. 13: Volumenaktivititen N-terminaler EstA-Fusionskonstrukte in unterschiedlichen Zellwand-
Deletionsmutanten von S. cerevisiae. Die N-terminalen Fusionskonstrukte der EstA aus B. gladioli mit den
Ankerproteinen Cwp2p und Sedlp wurden im pFB2-Vektor in den Wildtyp und die Zellwand-
Deletionsmutanten Akrel, Akre2, Akre6, Amnnl, Amnn2, Amnn5, Acwp2 und Asedl des S. cerevisiae-Stamms
BY4742 transformiert. Als Negativkontrolle wurde der Leervektor YEp352 genutzt. Die Bestimmung der
Volumenaktivitdt [mU/ml] erfolgte anhand des Umsatzes des Substrats p-Nitrophenylacetat zu p-Nitrophenol
durch die Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge A =405 nm {iber einen Zeitraum von 1 min. Dargestellt
sind die Volumenaktivitdten einzelner biologischer Replikate (n = 1), die jeweils in Tripletten gemessen wurden.
Zusitzlich sind zum Vergleich die entsprechenden Volumenaktivititen des transformierten Wildtyp-Stamms

BY4742 aus Abb. 4 aufgefiihrt.

In der Akrel-Deletionsmutante konnte flir die Cwp2p-verankerte EstA eine Volumenaktivitat
von 5443 mU/ml und 625,9 mU/ml fiir die Sedlp-Verankerung nachgewiesen werden,
wiahrend bei der YEp352-Kontrolle eine Volumenaktivitit von 54,4 mU/ml vorlag. In der
Akre2-Deletionsmutante trat die hier hochste Volumenaktivitit von 898,0 mU/ml fiir das
,,EStA-CWP2“-Konstrukt auf. Das , EstA-SED1“-Konstrukt wies eine Volumenaktivitdt von
598,7 mU/ml auf und die Negativkontrolle zeigte eine niedrigere Volumenaktivitit von
136,1 mU/ml. Die Akre6-Deletionsmutante erwies sich im vorliegenden Experiment als der
Stamm mit der geringsten Effizienz in der Zellwandverankerung, da hier Volumenaktivititen
von 408,2 mU/ml fir ,,EstA-CWP2“, 462,6 mU/ml fiir ,,EstA-SEDI1“ und 163,3 mU/ml fiir
,»YEp352¢ auftraten. In den Amnn-Deletionsmutanten traten die hochsten Volumenaktivitdten
mit 680,3 mU/ml fir ,EstA-CWP2“ und ,EstA-SED1“ sowie 54,4 mU/ml fiir die
Negativkontrolle in Amnnl auf, wihrend in Amnn2 (,,EstA-CWP2“: 5443 mU/ml; , EstA-
SEDI1*: 435,4 mU/ml; ,,YEp352*: 108,9 mU/ml) und Amnn5 (,,EstA-CWP2%: 598,7 mU/ml;
»EstA-SED1%: 462,6 mU/ml; ,,YEp352“: 108,9 mU/ml) &dhnliche Volumenaktivititen
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gemessen wurden. Fiir den Acwp2-Deletionsstamm konnten fiir die iber Cwp2p verankerte
EstA eine Volumenaktivitdt von 653,1 mU/ml und fiir die iiber Sedlp verankerte EstA von
598,7 mU/ml festgestellt werden. Die Ased]-Deletionsmutante zeigte Volumenaktivitdten von
816,4 mU/ml fiir ,EstA-CWP2“ und 762,0 mU/ml fiir ,,EstA-SED1“. Die Volumenaktivitit
der Negativkontrolle lag in den Acwp2- und Asedl-Deletionsmutanten bei 163,3 mU/ml. Im
Vergleich zu den Volumenaktivititen im BY4742-Wildtypstamm lagen die Volumen-
aktivititen flir die Sedlp verankerte EstA in allen Deletionsstimmen unter dem Wildtyp. Fiir
das Fusionskonstrukt aus EstA und Cwp2p konnte nur im Akre2-Stamm eine leicht erhohte
Volumenaktivitit gegeniiber dem Wildtyp festgestellt werden (s. Abb. 13). Es konnte
demnach keine durchgingige Aktivitétssteigerung der EstA beobachtet werden, weshalb sich
die Expression in den BY4742-Deletionsstimmen der Zellwandkomponenten nicht als

vorteilhaft auf die Immobilisierungseffizienz der EstA erwies.

3.2.2 Zelloberflichenimmobilisierung von EstA-Fusionskonstrukten mit inserierten
Linkersequenzen

Neben der Untersuchung der EstA-Expression in Abhidngigkeit von Deletionen unter-
schiedlicher Zellwandkomponenten wurden die Einfliisse der Addition von Linkersequenzen
zwischen Enzym und Ankersequenz analysiert. Die Linker sollen in den Fusionskonstrukten
einen vergroBerten Abstand zwischen EstA und Zellwandanker herstellen, um die
extrazelluldre Zuginglichkeit des Enzyms zum Substrat zu verbessern und eine mogliche
sterische Hinderung der Doménen durch eine Erhohung der Flexibilitdt zu verringern, um
potenzielle Verluste der Enzymaktivitdt zu minimieren (Chen et al., 2013). Aus diesem Grund
wurden zwei flexible Linker betrachtet, die aus kleinen, polaren (Glycin) und nicht-polaren
Aminosduren (Serin oder Threonin) bestehen. Einen dieser Linker stellt der ,,GS-Linker* dar,
welcher zu den am meisten genutzten Linkern gehort und sich durch ein (GGGGS)a,-Motiv
mit einer anpassbaren Wiederholungszahl auszeichnet. Fiir die Analyse der EstA-Aktivitit
wurde ein ,,GS-Linker mit einer GroBe von 17 AS und einem (GGGGS)3;-Motiv
(ASGGGGSGGGGSGGGGS) gewihlt, welcher einen Alanin-Rest zur Erhéhung der
Flexibilitit besall (Argos, 1990; Chen et al., 2013). Der zweite betrachtete Linker (hier als
,L2° bezeichnet) besitzt eine Sequenzlinge von 14 AS (EGKSSGSGSESKST) und wurde
erstmalig zur Konstruktion von Antigen-Bindeproteinen genutzt. Dieser Linker besteht
einerseits aus Glycin- und Serin-Resten zur Steigerung der Flexibilitit und andererseits aus
Glutamat- und Lysin-Resten, welche die Loslichkeit erhdhen sollen (Bird et al., 1988; Chen et
al., 2013).
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Zur Klonierung der Fusionskonstrukte mit inserierten Linkersequenzen wurden die
urspriinglichen N-terminalen Fusionskonstrukte aus KRE-Signalsequenz, EstA und Cwp2p
bzw. Sedlp im pFB2-Vektor als Template fiir eine dreiteilige SOE-PCR eingesetzt, bei der
entweder die Sequenz des ,,GS“- oder des ,,L2*“-Linkers zwischen Enzym und Zellwandanker-
protein eingefiigt wurden. Die Fusionskonstrukte wurden mittels ,,In-Fusion® HD Cloning* in
den pYX242-Vektor kloniert und in S. cerevisiae transformiert. Fiir diese Fusionskonstrukte
wurde der pYX242-Vektor gewdhlt, um im weiteren Verlauf der Experimente eine
Koexpression mit den drei betrachteten ER-Chaperonen zu untersuchen, falls die Insertion
von Linkersequenzen zwischen Enzym und Ankerprotein zu einer Steigerung der Volumen-

aktivitdt fiihren wiirde (s. Abb. 14).
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Abb. 14: Schematische Darstellung der zur N-terminalen Immobilisierung der Esterase A verwendeten
Fusionskonstrukte nach Modifikation mit Linkersequenzen. Die Fusionskonstrukte aus KRE-Signalsequenz
(,,KRE1-SS%), der EstA aus B. gladioli sowie den Ankerproteinen Cwp2p und Sedlp wurden mittels SOE-PCR
mit einem Glycin-Serin-Linker (17 AS, ,,GS*) oder dem ,L2“-Linker (14 AS) modifiziert. Die Fusions-
konstrukte wurden mittels ,.In-Fusion® HD Cloning* in den pYX242-Vektor kloniert und zur Zelloberflichen-

expression in S. cerevisiae transformiert.
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Die Zelloberflachenexpression der Fusionskonstrukte mit inserierten Linkersequenzen wurde
anhand der EstA-Aktivitidt im S. cerevisiae-Stamm S86¢ untersucht, da sich dieser in den
vorangegangenen Experimenten am effizientesten fiir die EstA-Verankerung erwies. Es
wurden die Fusionskonstrukte aus EstA und Cwp2p bzw. Sedlp analysiert, die als
Modifikationen entweder iiber den ,,GS*“-Linker (,,EstA-GS-CWP2* bzw. ,,EstA-GS-SED1%)
oder den ,,L.2“-Linker (,,EstA-L2-CWP2* bzw. ,,EstA-L2-SED1*) verfiigten. Zum Vergleich
wurden die Volumenaktivititen der entsprechenden Fusionskonstrukte ohne Linkersequenzen
(,,EstA-CWP2*“ und ,,EstA-SED1“) sowie des pY X242-Leervektors aus Abb. 7 betrachtet. Fiir
jedes Konstrukt wurden drei biologische Replikate (n=3) analysiert, die in Dreifach-

bestimmungen gemessen wurden (s. Abb. 15).
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Abb. 15: Vergleich der Volumenaktivititen N-terminaler EstA-Fusionskonstrukte nach Modifikation mit
Linkersequenzen. Die Fusionskonstrukte der EstA aus B. gladioli mit den Ankerproteinen Cwp2p und Sedlp
wurden mittels SOE-PCR mit den Linkersequenzen ,,GS* und ,,L2“ zwischen Enzym und Ankerprotein
modifiziert (,,EstA-GS-CWP2/-SED1“ und ,EstA-L2-CWP2/-SED1%) und im pYX242-Vektor in den
S. cerevisiae-Stamm S86¢ transformiert. Als Vergleich sind die Volumenaktivititen der urspriinglichen
Konstrukte (,,EstA-CWP2/-SED1) und des Leervektors pY X242 aus Abb. 7 aufgefiihrt. Die Bestimmung der
Volumenaktivitdt [mU/ml] erfolgte anhand des Umsatzes des Substrats p-Nitrophenylacetat zu p-Nitrophenol
durch die Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge A =405 nm {iber einen Zeitraum von 1 min. Dargestellt
sind die Mittelwerte mit den zugehodrigen Standardabweichungen von drei biologischen Replikaten (n = 3), die

jeweils in Tripletten gemessen wurden.

Bei der Zelloberflachenexpression der mit Linkersequenzen modifizierten Fusionskonstrukte
konnten im S86c¢c-Stamm fiir den Zellwandanker Cwp2p EstA-Volumenaktivititen von
498,9 mU/ml fiir den ,,GS*“-Linker und 381,0 mU/ml fiir den ,,L.2*“-Linker gemessen werden.

Im Fall der Zellwandverankerung iiber Sed1p wurden Volumenaktivititen von 163,3 mU/ml
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fiir den ,,GS“-Linker und 272,1 mU/ml fiir den ,,L2“-Linker festgestellt. Der pYX242-
Leervektor zeigte eine Volumenaktivitit von 190,5 mU/ml. Beim Vergleich mit den
Ergebnissen der Fusionskonstrukte ohne Linkersequenzen fiel auf, dass die
Volumenaktivititen  fiir  beide Zellwandanker  (,,EstA-CWP2*: 653,1 mU/ml;
,»EstA-SED1%: 453,6 mU/ml) hoher waren als bei den mit den ,,GS*“- und ,,L2“-Linkern
modifizierten Konstrukten (s. Abb. 15). Neben dem S86c¢c-Stamm wurden die
Fusionskonstrukte auch im BY4742-Stamm exprimiert. Auch hier zeigte keines der mit
Linkersequenzen modifizierten Fusionskonstrukte eine Erh6hung der Volumenaktivititen im
Vergleich zu den Grundkonstrukten (Daten nicht gezeigt). Es konnte demnach fiir keinen der
beiden Linker ein forderlicher Effekt auf die EstA-Immobilisierung festgestellt werden. Aus
diesem Grund wurde im Folgenden auch auf eine Koexpression mit den unter 3.2.3

untersuchten ER-Chaperonen zur gleichzeitigen Steigerung der Proteinbiosynthese verzichtet.

3.2.3 Effekte einer UPR-AKktivierung und gesteigerten Proteinbiosynthese auf die Zell-
oberflichenimmobilisierung der EstA

Zur weiteren Untersuchung der N-terminalen Zelloberflichenimmobilisierung der EstA
sollten die Effekte einer gesteigerten Proteinbiosynthese bzw. -faltung im ER durch die
Koexpression des UPR-Regulatorproteins Haclp sowie der drei ER-Chaperone Erolp, Kar2p
und Pdilp untersucht werden. Haclp ist ein Vertreter der bZIP-Familie (,,basic leucine
zipper®) und fungiert als Transkriptionsfaktor fiir Gene, welche durch die UPR reguliert
werden, indem er an die UPR-Elemente der jeweiligen Promotoren bindet und die
Gentranskription von UPR-Komponenten induziert (Cox & Walter, 1996; Mori ef al., 1996;
Nojima et al., 1994). Es konnte gezeigt werden, dass eine konstitutive Expression von Haclp
in S. cerevisiae zu einer erh6hten Sekretion von heterolog exprimierten Proteinen aufgrund
einer verstiarkten Chaperonexpression flihrte, was anhand des Chaperons Kar2p nachgewiesen
werden konnte (Cox et al., 1993; Valkonen et al., 2003). Die Einfliisse der Hac1p-Expression
auf die Zelloberflachenexpression der EstA iiber Cwp2p und Sedlp wurden nach Breinig
etal., (2006) im S. cerevisiae-Stamm SEY6210 mithilfe des pMS109-Vektors untersucht,
welcher zur Selektion einen LEU2-Marker besall und dadurch die Koexpression des pFB2-
Vektors mit URA3-Selektionsmarker ermdoglichte. Hierzu wurden die bereits zuvor genutzten
EstA-Fusionskonstrukte im pFB2-Vektor mit dem Haclp-exprimierenden single-copy-Vektor
pMS109 koexprimiert und anhand der Volumenaktivitit im EstA-Assay fotometrisch
analysiert (s. Abb. 16).

Des Weiteren wurden Auswirkungen der Koexpression der ER-Chaperone Erolp, Kar2p und
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Pdilp auf die EstA-Immobilisierung betrachtet. Die Thioloxidase Erolp ist als ER-residentes
Enzym fiir die oxidative Proteinfaltung zustindig und an der Generierung von
Disulfidbriicken beteiligt (Frand & Kaiser, 1998; Kim et al., 2012; Pollard et al., 1998). Als
Vertreter der Hsp70-Familie ist die ATPase Kar2p in den Proteinimport ins ER involviert und
hilt ungefaltete Proteine in einem faltungskompetenten Zustand (Okamura et al., 2000; Rose
et al., 1989; Tokunaga et al, 1992). Die Proteindisulfidisomerase Pdilp katalysiert als
multifunktionelle Oxidoreduktase die Ausbildung von Disulfidbriicken in sekretorischen
Proteinen und Zelloberflachenproteinen sowie die Prozessierung fehlgefalteter Glykoproteine
und ist zudem an der Aktivierung von Erolp beteiligt (Farquhar ef al., 1991; Kim et al., 2012;
Laboissiére et al., 1995; Noiva & Lennarz, 1992; Pfeiffer et al., 2016). Durch die
Koexpression der drei Chaperone Erolp, Kar2p und Pdilp mit den Fusionskonstrukten aus
KRE1-Signalsequenz, EstA und Cwp2p bzw. Sedlp sollte eine Steigerung der Enzymaktivitat
im EstA-Assay ausgelost werden. Hierzu wurden die Chaperone im Gateway-
Expressionsvektor pBG1805 exprimiert, der zur Selektion einen URA3-Marker besal,
weshalb die zuvor generierten EstA-Fusionskonstrukte im pYX242-Vektor mit LEU2-Marker
zur Kotransformation in den S. cerevisiae-Stimmen BY4742, S86¢ und SEY6210 eingesetzt

wurden (s. Abb. 16).
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Abb. 16: Schematische Darstellung zur Untersuchung der Effekte des UPR-Regulatorproteins Haclp und
von ER-Chaperonen auf die Zellwandimmobilisierung der Esterase A. Die Fusionskonstrukte
,,EstA-CWP2“ und ,,EstA-SED1“ wurden einerseits im pFB2-Vektor mit dem Vektor pMS109 koexprimiert,
welcher zur Expression des UPR-Regulatorproteins Haclp in S. cerevisiae eingesetzt wird (Valkonen et al.,
2003). Andererseits wurden die Effekte der Koexpression der ER-Chaperone Erolp, Kar2p und Pdilp im
pBG1805-Vektor auf die im pYX242 exprimierten ,EstA-CWP2“- und ,EstA-SED1“-Konstrukte in

S. cerevisiae betrachtet.

Fiir die Kotransformationen der EstA-Fusionskonstrukte sowie des YEp352-Leervektors mit
dem UPR-Regulatorprotein Haclp wurden jeweils drei biologische Replikate (n=3) in
Dreifachbestimmungen im EstA-Assay in SEY6210 analysiert. Bei allen betrachteten
Kombinationen konnten nur Volumenaktivititen bestimmt werden, die &hnlich zur
Leervektor-Kontrolle waren und deutlich unter den Volumenaktivititen der FEinzel-
Transformationen  der  EstA-Fusionskonstrukte  lagen (Daten nicht  gezeigt).
Zur Analyse der Oberflaichenimmobilisierung der EstA-Fusionskonstrukte in Abhingigkeit
der Chaperone Erolp, Kar2p und Pdilp in den Hefestimmen BY4742, S86¢ und SEY6210
wurden aufgrund des induzierbaren GALI-Promotors im pBG1805-Vektor Volumen-
aktivititen vor und nach Galaktose-Induktion bei drei biologischen Replikaten (n=3) in
Dreifachbestimmungen gemessen. Als Kontrollen wurden Transformationen aller Einzel-
Vektoren sowie Kotransformationen der Chaperon-tragenden pBG1805-Plasmide mit dem
pYX242-Leervektor und Kotransformationen des pBGI1805-Leervektors mit den
Fusionskonstrukt-tragenden pYX242-Plasmiden und dem pYX242-Leervektor betrachtet.
Auch hier konnte in keiner der Transformanten eine Steigerung der EstA-Volumenaktivititen
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festgestellt werden, da diese im Vergleich zu den Leervektor-Kontrollen ebenfalls &hnliche
Volumenaktivititen aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Eine gesteigerte Proteinbiosynthese
bzw. -faltung durch die Koexpression des UPR-Regulators Haclp sowie der Chaperone
Erolp, Kar2p und Pdilp hatte in keinem der getesteten Hefestimme einen positiven Effekt

auf die Verankerungseffizienz der EstA-Fusionskonstrukte.

3.2.4 Effekte unterschiedlicher Promotoren und Terminatoren auf die Zelloberflichen-
immobilisierung der EstA

Als weitere Optimierungsstrategie zur Zelloberflichenimmobilisierung der EstA wurden die
Effekte von 19 unterschiedlichen, konstitutiven Promotoren und sechs Terminatoren auf die
N-terminale Zellwandverankerung der EstA aus B. gladioli untersucht. Im Folgenden wurde
nur das Fusionskonstrukt aus KRE[-Signalsequenz, EstA und Cwp2p betrachtet, welches im
Gegensatz zu den zuvor untersuchten Fusionskonstrukten fiir die Expression in S. cerevisiae
kodonoptimiert wurde, um eine weitere Steigerung der Enzymaktivitit zu erzielen. Zur
Generierung der Konstrukte wurde das ,,MoClo-YTK Plasmid Kit* genutzt, welches eine
modulare Klonierung in zwei aufeinander folgenden ,,Golden Gate-Assembly*“-Reaktionen
erlaubt, was die Herstellung der Fusionskonstrukte in Abhidngigkeit der Promotoren und
Terminatoren in den pYTKO83-Vektor ermdglichte. Zu Beginn wurden Plasmide zur
Expression in S. cerevisiae erstellt, in welchen das Fusionskonstrukt zundchst unter der
Kontrolle der Promotoren PGKI, REVI, POP6, PABI1, TEF1, HHF2, PSP2, ALD6, RET2,
HHF1, TEF2, RAD27, SAC6, RNRI, RPLIS8B, TDH3, RNR2, CCWI2 und HTB2 in
Kombination mit dem 7DH-Terminator stand (Lee et al., 2015) (s. Abb. 17).
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Abb. 17: Schematische Darstellung des zur N-terminalen Immobilisierung der Esterase A verwendeten
Fusionskonstrukts in Abhéngigkeit von Kkonstitutiven Promotoren. Das Fusionskonstrukt aus
KRE]-Signalsequenz (,,KREI-SS*), EstA aus B. gladioli und dem Ankerprotein Cwp2p wurde mithilfe des
,,MoClo-YTK Plasmid Kits*“ iiber zwei aufeinander folgende ,,Golden Gate-Assembly“-Reaktionen in den
pYTKO83-Vektor kloniert, um die Einfliisse von 19 konstitutiven Promotoren auf die Zelloberflichen-
immobilisierung der EstA in S. cerevisiae zu analysieren. Als Terminator wurde der stirkste Terminator des Kits

(,tTDH1%) verwendet.

Die EstA-Expressionsanalyse in Abhéngigkeit der 19 konstitutiven Promotoren und des
TDH]I-Terminators wurde im BY4742-Stamm durchgefiihrt. Im genutzten Kit war kein
Leervektor enthalten, weshalb aufgrund der Nutzung des PGK/-Promotors fiir die Expression
des urspriinglichen Fusionskonstrukts im pFB2-Vektor das Ergebnis des PGK/-Promotors im
pYTKO083-Vektor in Abb. 18 als Anhaltspunkt fiir einen Vergleich mit den weiteren
Volumenaktivititen herangezogen wurde (gestrichelte Linie) (vgl. Abb. 4). Dies war moglich,
da dhnliche Volumenaktivititen von 798,3 mU/ml (pFB2) und 834,5 mU/ml (pYTKO0S83)
auftraten, was trotz des unterschiedlichen Vektorriickgrats und der Kodonoptimierung der
EstA-Sequenz keinen direkten Effekt auf die Enzymaktivitit besal (s. Abb. 4 und 18). Fiir
jedes Expressionsplasmid mit den unterschiedlichen Promotoren wurden sechs biologische
Replikate (n=6) in Dreifachbestimmungen analysiert, da im Vergleich zu den zuvor
genutzten Fusionskonstrukten zum Teil groBere Unterschiede in den Volumenaktivitdten
zwischen den Replikaten auftraten. Die Ergebnisse der unterschiedlichen Promotoren sind in
Abb. 18 anhand der Mittelwerte der Volumenaktivititen in aufsteigender Reihenfolge
dargestellt.
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Abb. 18: Vergleich der Volumenaktivititen eines N-terminalen EstA-Fusionskonstrukts in Abhingigkeit
von Konstitutiven Promotoren. Mithilfe des ,,MoClo-YTK Plasmid Kits*“ wurden Expressionsvektoren mit
einem N-terminalen Fusionskonstrukt der EstA aus B. gladioli mit dem Ankerprotein Cwp2p generiert, welche
die 19 konstitutiven Promotoren PGK1, REVI, POP6, PABI1, TEF1, HHF2, PSP2, ALD6, RET2, HHF 1, TEF2,
RAD27, SAC6, RNRI1, RPLI8B, TDH3, RNR2, CCW12 und HTB2 in Kombination mit dem 7DHI-Terminator
beinhalten. Die Konstrukte wurden im pYTKO083-Vektor in den S. cerevisiae-Stamm BY4742 transformiert. Die
Volumenaktivitit des pYTKO083-Expressionsplasmids mit PGK/-Promotor diente als Vergleich mit dem im
pFB2-Vektor exprimierten Fusionskonstrukt, da der identische Promotor verwendet wurde und vergleichbare
Volumenaktivititen vorlagen (gestrichelte Linie) (s. Abb. 4). Die Bestimmung der Volumenaktivitdt [mU/ml]
erfolgte anhand des Umsatzes des Substrats p-Nitrophenylacetat zu p-Nitrophenol durch die Absorptions-
messung bei einer Wellenldnge A = 405 nm {iber einen Zeitraum von 1 min. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
den zugehdrigen Standardabweichungen von sechs biologischen Replikaten (n=6), die jeweils in Tripletten

gemessen wurden.

Die zur Zelloberflichenexpression der {iiber Cwp2p verankerten EstA analysierten
Kombinationen der Promotoren REVI (440,0 mU/ml), POP6 (721,2 mU/ml),
PABI (739,3 mU/ml), TEFI (780,1 mU/ml) und HHF2(820,9 mU/ml) mit dem
TDHI-Terminator wiesen niedrigere Volumenaktivititen als das unter der Kontrolle des
PGKI-Promotors stehende Fusionskonstrukt (834,5 mU/ml) auf. Eine Erhohung der
Volumenaktivitit konnte fiir die restlichen Promotoren beobachtet werden. Die Promotoren

PSP2 (870,8 mU/ml), ALD6 (884,4 mU/ml), RET?2 (893,5 mU/ml), HHFI (970,6 mU/ml) und
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TEF2 (997,8 mU/ml) zeigten eine Steigerung der Volumenaktivitit im Vergleich mit dem
PGKI-Promotor um den Faktor 1,0-1,2. Fir die weiteren Promotoren
RADZ27 (1.043,2 mU/ml), SAC6 (1.093,1 mU/ml), RNRI (1.120,3 mU/ml),
RPLI18B (1.152,0 mU/ml), TDH3 (1.156,6 mU/ml), RNR2 (1.165,6 mU/ml),
ccwi2 (1.297,2 mU/ml) und HTB2 (1.401,5 mU/ml) konnte eine um einen Faktor von
1,25-1,68 erhohte Volumenaktivitdt in BY4742 festgestellt werden (s. Abb. 18).

Im Folgenden sollten die Einfliisse von fiinf weiteren Terminatoren ADHI, ENO2, SSAI,
PGKI und ENOI des ,,MoClo-YTK Plasmid Kits*“ auf die Oberflichenimmobilisierung der
Cwp2p-verankerten EstA analysiert werden (Lee et al., 2015). Hierzu wurden pYTKO083-
Expressionsplasmide erstellt, die neben dem EstA-Fusionskonstrukt und den filinf
Terminatoren die beiden Promotoren mit den zuvor ermittelten, hochsten Volumenaktivititen
(CCW12 und HTB2) beinhalteten. Nach Transformation in BY4742 wurden die
EstA-Volumenaktivitdten im EstA-Assay bestimmt (s. Abb. 18 und 19).
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Abb. 19: Schematische Darstellung des zur N-terminalen Immobilisierung der Esterase A verwendeten
Fusionskonstrukts in Abhéngigkeit von Terminatoren. Das Fusionskonstrukt aus KREI-Signalsequenz
(., KRE1-SS%), EstA aus B. gladioli und dem Ankerprotein Cwp2p wurde mithilfe des ,,MoClo-YTK Plasmid
Kits“ iiber zwei aufeinanderfolgende ,,Golden Gate-Assembly“-Reaktionen in den pYTKO083-Vektor kloniert,
um die Einflisse von fiinf weiteren Terminatoren auf die Zelloberflichenimmobilisierung der EstA in
S. cerevisiae zu analysieren. Als Promotoren wurden die beiden stirksten Promotoren (,,pCCW12“ und

»pHTB2) aus Abb. 18 verwendet.
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Zur Expressionsanalyse der EstA-Zelloberflichenimmobilisierung in Abhingigkeit von fiinf
weiteren Terminatoren wurden sechs biologische Replikate (n = 6) in Dreifachbestimmungen
im S cerevisiae-Stamm  BY4742 untersucht. Die EstA-Volumenaktivititen der
Expressionsplasmide mit 7DHI-Terminator aus Abb. 18 sind zum Vergleich dargestellt
(gestrichelte Linie). Bei Nutzung des CCW12-Promotors konnten Volumenaktivititen von
1.016,0 mU/ml fiir A4ADHI, 1.034,1 mU/ml fiir ENO2, 1.102,1 mU/ml fiir SSAI,
1.164,8 mU/ml fiir PGKI und 1.179,2 mU/ml fiir ENOI bestimmt werden. Im Fall des
HTB2-Promotors konnten Volumenaktivititen von 666,7 mU/ml fiir ADH1, 734,8 mU/ml fiir
ENO2, 689,4 mU/ml fir SS41, 675,8 mU/ml fir PGKI und 680,3 mU/ml fiir ENOI berechnet
werden. Fiir die flinf betrachteten Terminatoren konnte in Kombination mit den beiden
Promotoren CCWI12 und HTB2 in keinem Fall eine Steigerung der Volumenaktivitit der
Cwp2p-verankerten EstA im Vergleich zum TDH]I-Terminator (,,CCWI12-EstA-CWP2*:
1.297,2 mU/ml; ,,HTB2-EstA-CWP2*: 1.401,5 mU/ml) erreicht werden. Hierbei fiel auf, dass
dhnliche Volumenaktivititen fiir die Kombination aus dem CCWI2-Promotor und den finf
weiteren Terminatoren ermittelt werden konnten, welche um 10-20 % niedriger als die
Volumenaktivitit des Fusionskonstrukts mit 7DH-Terminator waren. Fiir die Kombination
des HTB2-Promotors mit den fiinf Terminatoren ADHI, ENO2, SSAI1, PGKI und ENOI fiel
die Reduktion der Volumenaktivitdt um ca. 50 % noch deutlicher aus. Im BY4742-Stamm
erwiesen sich somit die Kombinationen aus den CCWI2- und HTB2-Promotoren mit dem

TDH]I-Terminator weiterhin am effizientesten fiir die Zellwandimmobilisierung der EstA

(s. Abb. 20).
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Abb. 20: Vergleich der Volumenaktivititen eines N-terminalen EstA-Fusionskonstrukts in Abhingigkeit
von Terminatoren. Mithilfe des ,,MoClo-YTK Plasmid Kits“ wurden Expressionsvektoren mit einem
N-terminalen Fusionskonstrukt der EstA aus B. gladioli mit dem Ankerprotein Cwp2p generiert, welche die
konstitutiven Promotoren CCW12 (,,CCW12-EstA-CWP2%) und HTB2 (,,HTB2-EstA-CWP2*) in Kombination
mit den Terminatoren ADHI, ENO2, SSAI, PGKI und ENOI beinhalten. Die Volumenaktivititen der
Konstrukte mit 7DHI-Terminator aus Abb. 18 dienten als Vergleich (gestrichelte Linie). Die Konstrukte wurden
im pYTKO83-Vektor in den S. cerevisiae-Stamm BY4742 transformiert. Die Bestimmung der Volumen-
aktivitit [mU/ml] erfolgte anhand des Umsatzes des Substrats p-Nitrophenylacetat zu p-Nitrophenol durch die
Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge A =405 nm {iber einen Zeitraum von 1 min. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit den zugehdrigen Standardabweichungen von sechs biologischen Replikaten (n = 6), die jeweils

in Tripletten gemessen wurden.

Basierend auf den zuvor erhaltenen Ergebnissen sollte die EstA-Volumenaktivitidt der
Expressionsplasmide, welche im Hefestamm BY4742 die hochsten Volumenaktivititen
zeigten, im S. cerevisiae-Stamm S86¢ analysiert werden, da sich dieser Stammbhintergrund fiir
die vorherigen Expressionssysteme am effizientesten fiir die N-terminale Zellwand-
verankerung der EstA erwies (s. Abb. 4). Hierzu wurden die pY TK083-Expressionsplasmide,
die aus den Promotoren CCWI2 bzw. HTB2, dem kodonoptimierten ,,EstA-CWP2“-
Fusionskonstrukt und dem TDHI-Terminator bestehen, in S86¢ transformiert und die
Volumenaktivititen von jeweils sechs biologischen Replikaten (n=6) in Dreifach-

bestimmungen im EstA-Assay bestimmt (s. Abb. 21).
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Abb. 21: Einfliisse von Promotoren und Terminatoren auf die Volumenaktivitiit eines N-terminalen EstA-
Fusionskonstrukts in unterschiedlichen S. cerevisiae-Stimmen. Mithilfe des ,,MoClo-YTK Plasmid Kits*
wurden Expressionsvektoren mit einem N-terminalen Fusionskonstrukt der EstA aus B. gladioli mit dem
Ankerprotein Cwp2p generiert, welche die konstitutiven Promotoren CCW1I2 und HTB2 in Kombination mit
dem Terminator TDHI (,,CCWI12-EstA-CWP2-TDHI1“ bzw. ,,HTB2-EstA-CWP2-TDH1%) beinhalten. Die
Konstrukte wurden im pYTKO083-Vektor in die S. cerevisiae-Stimme BY4742 und S86c¢ transformiert. Die
Bestimmung der Volumenaktivitdt [mU/ml] erfolgte anhand des Umsatzes des Substrats p-Nitrophenylacetat zu
p-Nitrophenol durch die Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge A = 405 nm iiber einen Zeitraum von 1 min.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit den zugehorigen Standardabweichungen von sechs biologischen Replikaten

(n = 6), die jeweils in Tripletten gemessen wurden.

Im S. cerevisiae-Stamm S86¢ konnte eine EstA-Volumenaktivitit von 3.247,5 mU/ml fiir das
unter der Kontrolle des CCW12-Promotors und 7DHI-Terminators stehende ,,EstA-CWP2“-
Fusionskonstrukt bestimmt werden, was im Vergleich zum BY4742-Stamm einer Steigerung
um den Faktor 2,5 darstellte. Fiir die Kombination aus H7B2-Promotor und
TDHI-Terminator wurde eine Volumenaktivitit von 2.712,3 mU/ml festgestellt. Dies
entsprach einer Steigerung um den Faktor 1,94 (s. Abb. 21).

Somit erwies sich in den Untersuchungen zum Einfluss der Promotoren und Terminatoren auf
die N-terminale Zelloberflichenimmobilisierung der EstA {iber Cwp2p die Kombination aus
CCWI12- bzw. HTB2-Promotor mit dem 7DHI-Terminator am effizientesten. Fiir den
BY4742-Stamm zeigte der HTB2-Promotor die hochste EstA-Volumenaktivitdt mit
1.401,5 mU/ml. Durch die Expression dieser Vektoren im S86c-Stamm konnte die
EstA-Volumenaktivitidt und somit die Effizienz der EstA-Verankerung an der Zelloberflache
deutlich gesteigert werden, was sich anhand der hochsten Volumenaktivitit aller

Fusionskonstrukte flir die transkriptionelle Kontrolle durch den CCWI2-Promotor in
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Kombination mit dem 7DHI-Terminator (3.247,5 mU/ml) nachweisen lieB. Auch im
Vergleich zu den zuvor untersuchten EstA-Fusionskonstrukten in den pFB2-, pYX242- und
pYD1-Vektoren ergaben sich fiir die beiden pYTKO083-Konstrukte in S. cerevisiae deutlich
hohere Volumenaktivititen (vgl. Abb. 4, 7 und 9).

3.3 Zellwandverankerung der EstA iiber Protein-Protein-Interaktion basierte Veranke-

rungssysteme

3.3.1 Zellwandverankerung der EstA durch Kohasin-Dockerin-Interaktion

Das Zellulosom mesophiler Bakterien ist ein Multienzym-Komplex, welcher zur Hydrolyse
pflanzlicher Zellulose iiber eine Reihe an Zellulasen dient. Es besteht aus Geriistproteinen mit
Kohisin-Modulen, die eine Bindung zellulolytischer Enzyme iiber komplementire Dockerin-
Module und somit den Zelluloseabbau ermdglichen (Bayer et al., 2004; Doi & Kosugi, 2004).
Diese Interaktion konnte bereits zum ,,Display” von Enzymen auf der Zelloberfliche von
Hefen eingesetzt werden, bei welchen die Kohdsin-Domédnen meist iiber hefeeigene Zell-
wandproteine verankert wurden (Anandharaj et al., 2020; Ito et al., 2009; Wen et al., 2010).
Dieses Verankerungssystem wurde betrachtet, da nach erfolgreicher Etablierung durch den
direkten Austausch der Enzymsequenzen eine Klonierung weiterer Fusionskonstrukte
moglich wiére, wodurch eine schnelle und einfache Generierung von Verankerungssystemen
mit anderen Peptiden oder Enzymklassen erreicht werden konnte.

Die EstA sollte liber die Interaktion der Kohésin 1- und Dockerin Typ 1-Doménen aus
C. cellulovorans durch Koexpression auf der Zelloberfliche von S. cerevisiae immobilisiert
werden. Aufgrund der fiir eine Koexpression miteinander kompatiblen Selektionsmarker
wurden Fusionskonstrukte aus KRE-Signalsequenz (,,KRE1-SS*), EstA aus B. gladioli und
Dockerin Typ 1-Domine (,,Dock*) mittels ,,In-Fusion® HD Cloning* in den pYX242-Vektor
bzw. aus Kohésin 1 (,,Koh.”) und dem Zellwandanker Cwp2p als Xhol/Bglll-Fragment in den
pFB2-Vektor kloniert. Nach Kotransformation beider Vektoren in S. cerevisiae sollte die
,»EstA-Dock“-Fusion tiber die Cwp2p-verankerte Kohésin 1-Doméne in der Zellwand
immobilisiert und anhand der Enzymaktivitit im EstA-Assay nachgewiesen werden.
Zusitzlich sollte das Fusionskonstrukt aus EstA und Dockerin Typ 1-Doméne in E. coli
exprimiert werden, um das Fusionsprotein in groleren Mengen zu produzieren und mogliche
Probleme bei der Expression und Sezernierung des Fusionsproteins in S. cerevisiae zu
umgehen. Das ,,EstA-Dock*“-Konstrukt wurde ohne KRE-Signalsequenz als BamHI/Xhol-
Fragment in den pET24a(+)-Vektor kloniert und im BL21 (DE3)-Stamm exprimiert. Nach
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Isolation durch Zellaufschluss sollte das Fusionsprotein mit Hefezellen inkubiert werden, die
das Fusionskonstrukt aus Kohédsin 1-Doméne und Cwp2p exprimierten. Die erwartete
Interaktion der Doménen sollte anschlieBend anhand der EstA-Aktivitit fotometrisch

nachgewiesen werden (s. Abb. 22).

‘_-_--_-_-‘--- HE

€

Koexpression Expression in

S. cerevisiae E. coli

Zellen Uberstand
Inkubation

!

EstA-Assay EstA-Assay

Abb. 22: Schematische Darstellung des Systems zur Zelloberflichenimmobilisierung der Esterase A durch
Kohiisin-Dockerin-Interaktion. Die EstA sollte iiber die Interaktion zwischen dem Kohésin 1 (,,Koh.*) und der
Dockerin-Typ 1-Doméne (,,Dock®) aus C. cellulovorans auf der Zelloberfliche von S§. cerevisiae verankert
werden. Es wurden zwei Fusionskonstrukte generiert, die aus einer KRE-Signalsequenz (,,KRE[-SS*), der EstA
aus B. gladioli und der Dockerin-Typ 1-Doméne (,,EstA-Dock®) bzw. dem Kohisin 1 und dem Ankerprotein
Cwp2p (,,Koh.-CWP2%) bestehen. Zur Koexpression wurden die Konstrukte im pYX242- bzw. pFB2-Vektor in
S. cerevisiae kotransformiert und die Aktivititen im EstA-Assay fotometrisch bestimmt. Alternativ wurde das
,,EstA-Dock“-Konstrukt ohne KRE-Signalsequenz in den pET24a(+)-Vektor kloniert, in E. coli exprimiert und
das Protein mittels Zellaufschluss isoliert. Durch eine Inkubation mit Hefezellen, die das iiber Cwp2p verankerte
Kohisin 1 exprimierten, sollte die Kohdsin-Dockerin-Interaktion hergestellt und die EstA-Aktivitidt im EstA-

Assay nachgewiesen werden.

Die EstA-Zelloberflichenimmobilisierung via Kohédsin-Dockerin-Interaktion sollte zu Beginn
durch die Koexpression der beiden Fusionskonstrukte aus Kohésin 1-Domédne und Cwp2p im
pFB2-Vektor und aus EstA mit der Dockerin Typ 1-Domédne im pYX242-Vektor in den
S. cerevisiae-Staimmen BY4742 und SEY6210 untersucht werden. Es konnte fiir keine der
untersuchten Ubernachtkulturen eine EstA-Aktivitit im Vergleich zu den Leervektor-

Kontrollen aus YEp352 und pYX242 sowie den mit den Einzel-Konstrukten transformierten
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Hefezellen beobachtet werden. Auch eine Verlangerung der Kultivierungsdauer (1-3 d) und
die Nutzung eines Fusionskonstrukts mit fiir S. cerevisiae kodonoptimierter Dockerin-
Sequenz fiihrten zu keiner detektierbaren Aktivitdt im fotometrischen Assay. Zusitzlich
wurde auch der Zelliiberstand der ,EstA-Dock“-exprimierenden Hefen direkt zum
fotometrischen Assay eingesetzt, wobei dieser ebenfalls keine Enzymaktivitit zeigte (Daten
nicht gezeigt). Dariiber hinaus wurden die Konstrukte zur Expression in P. pastoris als
EcoRl/Avrll-Fragment in den bereits zuvor genutzten pPIC9-Vektor umkloniert und zur
Expression in den Stammen KM71 und GS115 eingesetzt. Die Induktion der Expression
wurde in BMM-Medium mit 100 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) iiber 1 d, 4 d oder 5d
bei 26-28 °C bei tiglicher Methanol-Zugabe (0,5 %) durchgefiihrt. Eine Koexpression beider
Fusionskonstrukte war aufgrund der Nutzung des pPIC9-Vektors nicht moglich, weshalb
Hefezellen, welche die iiber Cwp2p verankerte Kohisin 1-Domine exprimierten, mit den
Zelliiberstinden der ,,EstA-Dock“-exprimierenden Hefen 1-4 d bei 30 °C auf dem Drehrad
inkubiert und zum EstA-Assay eingesetzt wurden. Fiir keine der getesteten Bedingungen
konnte in P. pastoris eine Volumenaktivitdt im Vergleich zu den Transformanten, die den
Leervektor und die Einzel-Konstrukte exprimierten, festgestellt werden. Auch in P. pastoris
zeigte der Uberstand der , EstA-Dock“-exprimierenden Hefen keine Absorptionszunahme
(Daten nicht gezeigt). Die Interaktion zwischen Kohésin- und Dockerin-Dominen ist
aufgrund des Vorhandenseins von Calcium-bindenden Doménen in den Dockerinen Calcium-
abhéngig, weshalb auch die Zugabe unterschiedlicher Calciumchlorid-Konzentrationen zum
Kultivierungsmedium untersucht wurde, was jedoch auch zu keiner Detektion einer
EstA-Aktivitét fiihrte (Craig et al., 2006; Doi et al., 1998; Kosugi et al., 2002; Pages et al.,
1997) (Daten nicht gezeigt).

Aufgrund der ausgebliebenen Aktivitit der EstA durch die vermutlich nicht ausgebildete
Kohisin-Dockerin-Interaktion sollte die Expression des sezernierten Dockerin-Konstrukts im
S. cerevisiae-Stamm BY4742 {iberpriift werden. Hierzu wurde ein Fusionskonstrukt aus
KRE]-Signalsequenz, EstA und Dockerin Typ 1-Doméne im pFB2-Vektor generiert, welches
zum Nachweis mittels indirekter Immunfluoreszenz und Western Blot iiber ein V5-Tag am
N-Terminus des Dockerins verfiigte. Zusétzlich wurde ein Fusionskonstrukt im pFB2-Vektor
erstellt, welches zur Untersuchung der Expression des Dockerins unabhingig von der EstA
hergestellt wurde und aus der Fusion aus KREI-Signalsequenz, yeGFP (,yeast-enhanced
green fluorescent protein®) und Dockerin Typ 1-Domine bestand. Beide Fusionskonstrukte
wurden im pFB2-Vektor erstellt, um einen moglichen Einfluss des pY X242-Vektors auf die

Expression des ,,EstA-Dock“-Konstrukts auszuschlieen, da dieser in den vorangegangenen

118



Ergebnisse

Experimenten zur N-terminalen Verankerung der EstA im Vergleich zum pFB2-Vektor zu
einer verringerten Expression der Fusionskonstrukte fithrte. Die Analyse der indirekten
Immunfluoreszenz des V5-getaggten ,,EstA-Dock*“-Konstrukts sollte mithilfe eines priméren
Anti-V5-Antikérpers durchgefiihrt werden, der iiber einen sekunddren FITC-gekoppelten
Antikorper nachgewiesen wurde. Es konnten weder Fluoreszenzen fiir ein sezerniertes
Fusionsprotein im Zelliiberstand noch ein intrazelluldr akkumuliertes Protein festgestellt
werden, was mit dem Ergebnis der YEp352-Kontrolle tibereinstimmte. Fiir Transformanten,
die das Fusionskonstrukt aus yeGFP und Dockerin exprimieren sollten, konnten ebenfalls
keine GFP-Signale im Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Im
Western Blot sollten Signale der beiden Fusionsproteine durch die primédren Anti-V5- und
Anti-GFP-Antikorper mit einem sekunddren HRP-gekoppelten Antikdrper nachgewiesen
werden. Es wurden jeweils der Zellaufschluss sowie der TCA-gefillte Kulturiiberstand
betrachtet und mit einer YEp352-Leervektorkontrolle verglichen. Fiir die Fusionsproteine aus
EstA bzw. yeGFP und Dockerin Typ 1-Domine konnten keine Chemilumineszenzsignale mit
einem entsprechenden Molekulargewicht detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Aufgrund der nicht nachweisbaren Expression des Dockerin-Fusionskonstrukts in
S. cerevisiae sollte im Folgenden ein nur aus der EstA bestehendes Konstrukt und das
,»EstA-Dock“-Konstrukt in E. coli produziert, isoliert und aufgereinigt werden. Das
,EstA-Dock“-Fusionskonstrukt wurde zur Immobilisierung mit Hefezellen, die das iiber
Cwp2p verankerte Kohédsin1 exprimieren, inkubiert. Die Konstrukte wurden als
BamHI/Xhol-Fragmente in den E. coli-Expressionsvektor pET24a(+) kloniert und im
BL21 (DE3)-Stamm exprimiert, wodurch die Proteine N-terminal mit einem T7-Tag
modifiziert wurden. Die Expression der Konstrukte wurde nach Zellaufschluss mittels
Ultraschall vor Aufreinigung und nach Aufreinigung anhand des T7-Tags mithilfe des
, T7°Tag® Affinity Purification Kits* iiber eine Saulenmatrix untersucht. Zu Beginn sollte die
Expression der EstA im BL21 (DE3)-Stamm nachgewiesen werden. Hierzu wurden die
Bakterienzellen bis zu einer ODgoo = 1,0 kultiviert und mit 100 mM IPTG 3 h bei 28 °C
induziert. Der Ultraschallaufschluss wurde entweder direkt oder nach Aufreinigung mithilfe
des ,, T7-Tag® Affinity Purification Kits* zur SDS-PAGE eingesetzt und mittels Western Blot
analysiert. Als Kontrolle diente der pET24a(+)-Leervektor (s. Abb. 23).
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Abb. 23: Western Blot zum Nachweis der EstA-Expression in E. coli. Der E. coli-Stamm BL21 (DE3) wurde
mit dem ,,EstA“-Konstrukt im pET24a(+) transformiert, welches ein N-terminales T7-Tag besal. Die
Bakterienzellen wurden bis zu einer ODgoo = 1,0 kultiviert, mit 100 mM IPTG 3 h bei 28 °C induziert und das
Zellpellet mittels Ultraschall aufgeschlossen. Der Zellaufschluss wurde zur SDS-PAGE eingesetzt und mithilfe
des ,T7°Tag® Affinity Purification Kits* aufgereinigt. Dargestellt sind die Uberstinde der EstA ohne
Aufreinigung vor (,,1°) und nach IPTG-Induktion (,,2°). Zusétzlich wurde der pET24a(+)-Leervektor ohne
Aufreinigung vor (,,3°) und nach IPTG-Induktion (,,4) betrachtet. Auerdem wurde der Zellaufschluss der
EstA-exprimierenden Kulturen anhand des T7-Tags iiber eine Séulenmatrix aufgereinigt. Neben dem Durchfluss
(,DF“) wurden finf Elutionsfraktionen (,,F1-F5°) analysiert. Zum Nachweis fiir die Funktionalitit des
Antikérpers wurde eine Positivkontrolle des monoklonalen Anti-T7-Tag-Antikorpers (,,+) eingesetzt. Als

Marker wurde der ,,PageRuler™ Prestained Protein Ladder* der Firma Thermo Scientific (,,M*) verwendet.

Die Expression der EstA in E. coli wurde vor und nach Induktion sowie vor und nach
Affinititsaufreinigung mittels Western Blot untersucht (s. Abb. 23). Fiir die unaufgereinigten
Proben konnte vor IPTG-Induktion ein Signal bei knapp 40 kDa detektiert werden (,,1%),
welches nach Induktion stirker war (,,2°). Im Vergleich zur pET24a(+)-Leervektorkontrolle
konnten vor und nach Induktion keine Signale mit entsprechendem Molekulargewicht
detektiert werden (,,3“ und ,,4*). Der Zellaufschluss der EstA-exprimierenden Bakterienzellen
nach IPTG-Induktion wurde dann zur Aufreinigung anhand des N-terminalen T7-Tags {iber
eine Sdulenmatrix eingesetzt, welche aus Agarose-Beads besteht, die mit einem mono-
klonalen T7-Tag-Antikérper gekoppelt sind. Die aufgereinigten Proteine wurden mithilfe
eines Elutionspuffers (1 M Zitronensdure, pH 2,2) in fiinf Elutionsfraktionen (,,F1-F5%)
eluiert, dessen saurer pH-Wert durch Zugabe eines Neutralisationspuffers auf einen pH-Wert
von ca. 6,9 neutralisiert wurde. Neben den fiinf Fraktionen wurde zudem der Durchfluss
(,DF*) nach Beladen der Sdule mit dem Zellaufschluss analysiert. In der Durchfluss- und den
fiinf Elutionsfraktionen konnten Signale bei ca. 40 kDa detektiert werden, wobei die stirksten
Signale in den ersten drei Elutionsfraktionen auftraten. Die Funktionalitdt des monoklonalen
Anti-T7-Tag-Antikorpers wurde anhand einer entsprechenden Antikorperkontrolle (,,+%)
erfolgreich nachgewiesen (s. Abb. 23). Zur Uberpriifung der enzymatischen Aktivitit der
EstA wurde ein Assay durchgefiihrt, bei dem die aufgereinigte Elutionsfraktion mit dem
starksten Signal im Western Blot (,,F2) eingesetzt wurde. Im Vergleich zum pET24a(+)-
Leervektor konnte ein starker Substratumsatz fotometrisch bestimmt und somit eine

EstA-Aktivitidt nachgewiesen werden, welche auch bereits ohne IPTG-Induktion detektierbar
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war (s. Abb. 36 im Anhang). Eine Bestimmung der EstA-Konzentration mithilfe eines
BCA-Assays war nicht mdglich, da das im Elutionspuffer enthaltene Citrat die Cu®*-Ionen der
Reaktionslosung chelatierte und die Protein-induzierte Farbereaktion verhinderte. Alternativ
wurden die gepoolten Elutionsfraktionen mithilfe der Zentrifugationseinheit ,,Vivaspin™ 6
aufkonzentriert und in 1 x PBS (pH 7,4) umgepuffert, wonach im BCA-Assay keine
Proteinkonzentration messbar war (Daten nicht gezeigt).

Im Folgenden wurde die Expression des T7-getaggten Fusionskonstrukts aus EstA und
Dockerin Typ 1-Domédne im E. coli-Stamm BL21 (DE3) {iberpriift, fiir welches ein
Molekulargewicht von ca. 48 kDa erwartet wurde. Die Bakterienzellen wurden bis zu einer
ODg¢oo = 1,0 kultiviert, mit 100 mM IPTG 3 h bei 28 °C induziert und nach der Zellernte
mittels Ultraschall aufgeschlossen. Der Zellaufschluss wurde direkt oder nach Aufreinigung

mithilfe des ,, T7-Tag® Affinity Purification Kits* zur SDS-PAGE eingesetzt und mittels
Western Blot analysiert. Als Kontrolle diente der pET24a(+)-Leervektor (s. Abb. 24).

M 4 DF F1 F2 F3 F4 FS M
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Abb. 24: Western Blot zum Nachweis der ,,EstA-Dock*“-Expression in E. coli. Der E. coli-Stamm BL21
(DE3) wurde mit dem ,,EstA-Dock“-Konstrukt im pET24a(+) transformiert, welches ein N-terminales T7-Tag
besal}. Die Bakterienzellen wurden bis zu einer ODgoo = 1,0 kultiviert, mit 100 mM IPTG 3 h bei 28 °C induziert
und das Zellpellet mittels Ultraschall aufgeschlossen. Der Zellaufschluss wurde zur SDS-PAGE eingesetzt und
mithilfe des ,, T7+Tag® Affinity Purification Kits* aufgereinigt. Dargestellt sind die Uberstinde des ,,EstA-
Dock“-Konstrukts ohne Aufreinigung vor (,,1) und nach IPTG-Induktion (,,2°). Zusitzlich wurde der
pET24a(+)-Leervektor ohne Aufreinigung vor (,,3°) und nach IPTG-Induktion (,,4“) betrachtet. AuBerdem
wurde der Zellaufschluss der ,,EstA-Dock“-exprimierenden Kulturen anhand des T7-Tags iiber eine
Séulenmatrix aufgereinigt. Neben dem Durchfluss (,,DF*) wurden fiinf Elutionsfraktionen (,,F1-F5°) analysiert.

Als Marker wurde der ,,PageRuler™ Prestained Protein Ladder* der Firma Thermo Scientific (,,M*) verwendet.

In den Zelllysaten der ,,EstA-Dock*“-exprimierenden Bakterien konnten vor IPTG-Induktion
(,,1) zwei schwache Signale bei ca. 43 kDa und ca. 48 kDa detektiert werden, die nach
Induktion (,,2°) deutlich stiarker waren und in der Leervektorkontrolle nicht auftraten (,,3* und
,4€). Fiir den Saulendurchfluss (,,DF*) und die ersten beiden Elutionsfraktionen (,,F1‘ und
,»F2°) nach T7-Tag-Aufreinigung konnte das gleiche Bandenmuster festgestellt werden,
wobei die Signalstirke in der zweiten Elutionsfraktion am hochsten war. In den darauf-
folgenden Elutionsfraktionen (,,F3-F5%) wurden nur noch geringe Proteinmengen eluiert

(s. Abb. 24).
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Aufgrund des erfolgreichen Expressionsnachweises des Fusionskonstrukts aus EstA und
Dockerin Typ 1-Doméne in E. coli sollte die Aktivitit des Konstrukts {iberpriift werden. Zum
EstA-Assay wurde das Eluat der zweiten Elutionsfraktion eingesetzt und im Vergleich zur
pET24a(+)-Kontrolle konnte ein deutlicher Substratumsatz nachgewiesen werden, der auch
fiir den uninduzierten Zelliiberstand auftrat (s. Abb. 37 im Anhang).

Um einen Einfluss des sauren Elutionspuffers auf die EstA-Aktivitit auszuschliefen, wurden
EstA-Assays mit Hefezellen des BY4742-Stamms durchgefiihrt, welche die iiber Cwp2p,
Saglp und Sedlp immobilisierte EstA im pFB2-Vektor sowie die YEp352-Leervektor-
kontrolle exprimierten. Die Hefezellen wurden vor dem Assay fiir die ungefdhre Dauer eines
Elutionsschritts des ,,T7+Tag® Affinity Purification Kits* von 5 min mit dem Elutionspuffer
unter Schiitteln inkubiert und nach Waschen in 1xPBS (pH 8,0) zur fotometrischen
Aktivitdtsbestimmung eingesetzt. Im Vergleich mit den Volumenaktivititen unter Ausgangs-
konditionen konnten in BY4742 fiir alle Fusionskonstrukte dhnliche EstA-Volumenaktivititen
festgestellt werden, weshalb direkte Einfliisse der Behandlung mit dem Elutionspuffer auf die
EstA-Volumenaktivitit ausgeschlossen wurden (Daten nicht gezeigt).

Zur Immobilisierung des in E. coli produzierten ,,EstA-Dock‘“-Fusionskonstrukts auf der
Zelloberflaiche von S. cerevisiae wurden BY4742-Hefezellen, welche das {iber Cwp2p
verankerte Kohdsin 1 aus C. cellulovorans exprimierten, mit der zweiten Elutionsfraktion des
aufgereinigten ,,EstA-Dock“-Fusionskonstrukts, dem uninduzierten und unaufgereinigten
Uberstand der ,,EstA-Dock“-exprimierenden Bakterienzellen sowie dem induzierten
Uberstand der pET24a(+)-exprimierenden Bakterienzellen iiber Nacht bei 20 °C auf dem
Drehrad inkubiert. Nach Waschschritten wurden die entsprechenden Hefezellen zum
EstA-Assay eingesetzt, wo fiir keine der getesteten Kombinationen Enzymaktivititen
detektiert werden konnten. Neben dem Fusionskonstrukt aus Kohdsin 1-Doméne und Cwp2p
wurden EBY100-Hefezellen, die ein Konstrukt aus den Kohédsin-Doméanen 1 und 2 sowie
einer synthetischen ZZ-Domine im pYDI1-Vektor exprimierten (s.3.3.2), nach Galaktose-
Induktion mit den zuvor beschriebenen Kombinationen der bakteriellen Zelliiberstinde unter
den gleichen Bedingungen inkubiert. Im EstA-Assay konnte auch bei Nutzung dieses
Fusionskonstrukts mit den beiden Kohédsin-Domédnen fiir keine Kombination eine Kohésin-
Dockerin-Interaktion durch eine EstA-Aktivitdt nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
Eine Zelloberflaichenimmobilisierung der EstA durch die Interaktion zwischen Kohésin- und
Dockerin-Domédnen konnte in der vorliegenden Arbeit nicht erreicht werden. Die
Koexpression der Fusionskonstrukte fiihrte zu keiner detektierbaren Enzymaktivitit und ein

Expressionsnachweis des Dockerin-Fusionskonstrukts mittels Fluoreszenzmikroskopie sowie
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Western Blot war in S. cerevisiae nicht moglich, weshalb das Fusionskonstrukt aus EstA und
Dockerin Typ 1-Doméne als Alternative in E. coli exprimiert wurde. Die Expression und die
Aktivitit dieses Fusionskonstrukts konnten im Western Blot bzw. im fotometrischen Assay
nachgewiesen werden, jedoch blieb auch nach Inkubation mit den Hefezellen eine Interaktion
zwischen beiden Doménen aus und somit konnte keine Aktivitit der immobilisierten EstA

detektiert werden.

3.3.2 Zellwandverankerung der EstA durch ZZ-Fc-Interaktion

Neben der Verankerung iiber die Kohdsin-Dockerin-Interaktion sollte die EstA durch eine
Interaktion der ZZ-Domine aus S. aureus mit der Fc-Region des IgGl-Antikdrpers aus
H. sapiens auf der Zelloberfliche von S. cerevisiae immobilisiert werden. Die Interaktion
zwischen der synthetischen ZZ-Domine, die zur Konstruktion von Fusionsproteinen dem
Protein A aus S. aureus nachempfunden wurde, und einem breiten Spektrum an
IgG-Antikorpern aus verschiedenen Spezies konnte bereits erfolgreich zur Immobilisierung
iiber Hefeankerproteine eingesetzt werden (Ito et al., 2009; Kronvall & Williams, 1969;
Nakamura et al., 2001; Nilsson et al., 1987; Tashiro et al., 1997). Die ZZ-Doméne konnte
bisher jedoch nur iiber N-terminale Fusionen mit Saglp und Flo1p auf der Zelloberfldche von
S. cerevisiae verankert werden (Ito et al., 2009; Katsurada et al., 2021; Shibasaki et al., 2007,
Shimojyo et al, 2003). Auch dieses Verankerungssystem zeichnet sich —analog zur
Immobilisierung tliber die Kohésin-Dockerin-Interaktion — aufgrund des gezielten Austauschs
der Enzymsequenzen durch eine schnelle Generierung von weiteren Expressionssystemen
aus. Zusitzlich bietet es durch die Eigenschaften der ZZ-Domine eine Mdglichkeit zum
Nachweis der Funktionalitidt einer der beiden Doménen iiber unterschiedliche Antikorper-
affinitdten.

In der vorliegenden Arbeit sollte das von Ito et al. (2009) eingesetzte Fusionskonstrukt,
welches aus den Kohidsin-Dominen 1 und 2 aus C. cellulovorans sowie der ZZ-Domine aus
S. aureus (,,Kohl1-Koh2-ZZ*) bestand, erstmalig als C-terminale Fusion {iiber das
Agalp-Aga2p-System in S. cerevisiae exprimiert werden. Die beiden Kohédsin-Doménen
waren fiir die Interaktion zwischen der ZZ-Doméne und Fc-Region nicht notwendig, jedoch
sollten mogliche Einfliisse einer Verdnderung des Konstruktautbaus auf die ZZ-Expression
minimiert und eine zukiinftige Nutzung beider Interaktionsmodelle zur gleichzeitigen
Expression mehrerer Enzyme ermoéglicht werden. Hierzu wurde das fiir S. cerevisiae
kodonoptimierte Konstrukt zusammen mit der 4GA2-Signalsequenz (,,AGA2-SS*) und dem
Ankerprotein Aga2p als BamHI/Notl-Fragment in den pYDI1-Vektor kloniert. Aullerdem
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wurde ein Fusionskonstrukt aus KRE/-Signalsequenz (,,KRE1-SS*), EstA aus B. gladioli und
Fc-Region (,,Fc*) mittels ,In-Fusion® HD Cloning” im pYX242-Vektor generiert. Die
Sequenz der Fc-Region des humanen IgG1 wurde hierzu so gewéhlt, dass sie aus den CH2-
und CH3-Dominen inklusive ,hinge“-Region bestand und fiir die Expression der hier
betrachteten Konstrukte in S. cerevisiae oder E. coli kodonoptimiert wurde (Ito et al., 2009;
Shibasaki et al., 2006, 2007). Zur Expression wurde der pY X242-Vektor mit LEU2-Marker
genutzt, da eine Selektion iiber den pFB2-Vektor im EBY100-Stamm aufgrund der
Genomintegration des plU211-Vektors mit URA3-Marker zur Galaktose-induzierbaren
Agalp-Expression nicht moglich war (Boder & Wittrup, 1997). Durch die Koexpression
beider Expressionsvektoren im S. cerevisiae-Stamm EBY 100 sollte die mittels Agalp-Aga2p-
Interaktion verankerte ZZ-Domine eine Interaktion zum Fusionskonstrukt aus EstA und
Fc-Region ermoglichen, was iiber den fotometrischen Assay zur Bestimmung der EstA-
Aktivitdt nachgewiesen werden sollte. Zusétzlich wurde ein Fusionskonstrukt aus EstA und
fiir E. coli kodonoptimierter Fc-Region hergestellt, welches als BamHI/Xhol-Fragment zur
Expression in E. coli in den pET24a(+)-Vektor kloniert wurde, um das Fusionsprotein in
groBeren Mengen zu produzieren und mdogliche Probleme bei der Expression bzw.
Sezernierung des Fusionsproteins in S. cerevisiae zu umgehen. Das isolierte Fusionsprotein
wurde dann zusammen mit Hefezellen inkubiert, welche die iiber Agalp-Aga2p verankerte
Z7-Doméne exprimierten. Der Nachweis der Immobilisierung erfolgte anhand der

fotometrischen Bestimmung der EstA-Aktivitit (s. Abb. 25).
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Abb. 25: Schematische Darstellung des Systems zur Zelloberflichenimmobilisierung der Esterase A durch
Z77-Fc-Interaktion. Es wurde ein Fusionskonstrukt aus den Kohédsin 1- und Kohidsin 2-Doménen aus
C. cellulovorans und der ZZ-Doméne aus S. aureus nach Ito et al. (2009) hergestellt, welches im pYD1-Vektor
iber die Agalp-Aga2p-Interaktion im EBY100-Stamm immobilisiert wurde (,,4GA2-SS-AGA2-Kohl-Koh2-
Z27%). Durch die Koexpression mit einem aus der KRE[-Signalsequenz (,,KRE-SS*), der EstA aus B. gladioli
und der Fc-Doméne des humanen IgG1-Antikdrpers (,,KREI-SS-EstA-Fc*) bestehenden Fusionskonstrukts im
pY X242 sollte eine EstA-Immobilisierung durch die ZZ-Fc-Interaktion iiber die EstA-Aktivitit in S. cerevisiae
nachgewiesen werden. Alternativ wurde das ,,EstA-Fc“-Konstrukt ohne KRE-Signalsequenz in den pET24a(+)-
Vektor kloniert, in E. coli exprimiert und das Protein mittels Zellaufschluss isoliert. Durch eine Inkubation mit
Hefezellen, welche die iiber Aga2p verankerte ZZ-Doméne exprimierten, sollte die ZZ-Fc-Interaktion hergestellt

und die Enzymaktivitdt im EstA-Assay nachgewiesen werden.

Die EstA-Zelloberflichenimmobilisierung iiber ZZ-Fc-Interaktion sollte durch die
Koexpression des Fusionskonstrukts aus den Kohdsin 1- und Kohédsin 2-Dominen aus
C. cellulovorans und der ZZ-Domine aus S.aureus im pYDI1-Vektor sowie dem
Fusionskonstrukt aus EstA und Fc-Doméne des humanen IgG1l-Antikérpers im pY X242-
Vektor im EBY100-Stamm erreicht werden. Neben den Kotransformanten wurden auch alle
einzelnen Konstrukte im EstA-Assay untersucht und mit den Kontrollen der Leervektoren
pYD1 und pYX242 vor und nach Galaktose-Induktion verglichen. Hierzu wurden die
Transformanten iiber unterschiedliche Zeitrdume bei 30 °C induziert (1 d, 2 d und 7 d) und im
EstA-Assay auf Aktivitdt untersucht. Fiir keine der Bedingungen und keinen der eingesetzten
Kulturiiberstinde konnten EstA-Aktivititen festgestellt werden. Auch eine zusitzliche

Supplementation von 2 % Glukose zum Induktionsmedium, um eine potenzielle Expressions-
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reduktion des konstitutiven pY X242-Vektors durch die im Medium enthaltene Galaktose zu
verringern, fiihrte zu keiner detektierbaren EstA-Aktivitdt (Daten nicht gezeigt).

Aus diesem Grund wurde — analog zur Expression des Dockerin-Fusionskonstrukts in 3.3.1 —
ein Fusionskonstrukt aus EstA und der Fc-Domidne mit N-terminalem T7-Tag im
pET24a(+)-Vektor zur Expression im E. coli-Stamm BL21 (DE3) untersucht, wobei die
Fc-Doméne fiir E. coli kodonoptimiert wurde. Die Expression des Fusionskonstrukts wurde
zu Beginn im Western Blot {iberpriift und mit dem pET24a(+)-Leervektor im uninduzierten
und induzierten Zustand verglichen. Die Bakterienzellen wurden bis zu einer ODgoo = 1,0
kultiviert und mit 100 mM IPTG 3 h bei 20 °C induziert. Nach Ultraschallaufschluss wurden
die Uberstinde entweder direkt zur SDS-PAGE eingesetzt oder mithilfe des ,, T7<Tag®
Affinity Purification Kits* anhand des T7-Tags aufgereinigt und im Western Blot analysiert
(s. Abb. 26).

M 1 2 3 4 DF F1 F2 F3 F4 FS

70 kDa
- -

55kDa |

Abb. 26: Western Blot zum Nachweis der ,,EstA-Fc“-Expression in E. coli. Der E. coli-Stamm BL21 (DE3)
wurde mit dem ,,EstA-Fc“-Konstrukt im pET24a(+) transformiert, welches ein N-terminales T7-Tag besal3. Die
Bakterienzellen wurden bis zu einer ODgoo = 1,0 kultiviert, mit 100 mM IPTG 3 h bei 20 °C induziert und das
Zellpellet mittels Ultraschall aufgeschlossen. Der Zellaufschluss wurde zur SDS-PAGE eingesetzt und mithilfe
des ,, T7+Tag® Affinity Purification Kits* aufgereinigt. Dargestellt sind die Uberstinde des ,,EstA-Fc*“-Konstrukts
ohne Aufreinigung vor (,,1°) und nach IPTG-Induktion (,,2°). Zusétzlich wurde der pET24a(+)-Leervektor ohne
Aufreinigung vor (,,3“) und nach IPTG-Induktion (,,4“) betrachtet. AuBerdem wurde der Zellaufschluss der
,,EstA-Fc“-exprimierenden Kulturen anhand des T7-Tags iiber eine Séulenmatrix aufgereinigt. Neben dem
Durchfluss (,,DF*) wurden fiinf Elutionsfraktionen (,,F1-F5) analysiert. Als Marker wurde der ,,PageRuler™

Prestained Protein Ladder* der Firma Thermo Scientific (,,M*) verwendet.

Die Expression des ,,EstA-Fc“-Konstrukts wurde in unaufgereinigten und aufgereinigten
Kulturiiberstinden untersucht. Fiir die unaufgereinigten Uberstinde konnten vor (,,1°) und
nach IPTG-Induktion (,,2*) ein Signal des Fusionsproteins bei ca. 66 kDa detektiert werden,
das nach Induktion stirker war. In der zugehorigen pET24a(+)-Kontrolle konnten vor (,,3%)
und nach Induktion (,,4°) keine Signale nachgewiesen werden. Zur Aufreinigung des
,»EstA-Fc“-Fusionsproteins anhand des N-terminalen T7-Tags wurde der Zellaufschluss der
induzierten Kulturen eingesetzt. In der Durchfluss-Fraktion (,,DF*) konnte nach Beladen der
Sédule ein schwaches Signal bei ca. 66 kDa detektiert werden. Die Proteinelution erfolgte wie
zuvor in fiinf Elutionsfraktionen (,,F1-F5%), wobei aufgrund der stirksten Signale in ,,F1 und
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,F2¢ die groBten Proteinmengen in den ersten beiden Fraktionen eluiert wurden (s. Abb. 26).
Im EstA-Assay konnte fiir den aufgereinigten Uberstand der zweiten Elutionsfraktion im
Vergleich zum uninduzierten Uberstand und zur Leervektorkontrolle keine EstA-Aktivitit
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Im Folgenden sollte die Immobilisierung der ZZ-Domine mithilfe des Agalp-Aga2p-Systems

im EBY 100-Stamm iiber Immunfluoreszenz nachgewiesen werden (s. Abb. 27).

Negativkontrolle Koh1-Koh2-ZZ

Hellfeld

Fluoreszenz

Abb. 27: Interaktion der zellwandverankerten ZZ-Domiine mit IgG-Antikérpern in S. cerevisiae. Das
C-terminale Fusionskonstrukt der Kohésin 1- und Kohésin 2-Doménen aus C. cellulovorans und der ZZ-Doméne
aus S. aureus mit dem Ankerprotein Aga2p wurde im pYD1-Vektor in den EBY100-Stamm transformiert. Die
Transformanten wurden in Trp d/o-Glukose-Medium iiber Nacht bei 30 °C kultiviert, in Galaktose-haltiges
Medium geshiftet und 2 d bei 30 °C unter Schiitteln induziert. Als Negativkontrolle wurde ein Fusionskonstrukt
der EstA mit Aga2p ohne ZZ-Komponenten im pYD1 genutzt. Die Zellen wurden mit einem Anti-HA-
Antikoérper (Hase) 1,5 h auf Eis inkubiert, in 1 x PBS (pH 8,0) gewaschen und mit einem FITC-konjugierten
Anti-Hase-IgG-Antikorper 1,5 h auf Eis inkubiert. Nach erneutem Waschen und Resuspension in 1 x PBS
(pH 8,0) wurden die Hefezellen zur Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt. Dargestellt sind die Hellfeld- und
Fluoreszenzaufnahmen der Hefezellen, die mit der Negativkontrolle und dem Kohl-Koh2-ZZ-Konstrukt

transformiert wurden.

Die C-terminale Zellwandverankerung der ZZ-Doméne iiber die Agalp-Aga2p-Interaktion
sollte nach einer Galaktose-Induktion iiber 2d bei 30 °C im EBY100-Stamm mittels
Immunfluoreszenz iiberpriift werden. Als Negativkontrolle diente ein Fusionskonstrukt aus

der EstA mit Aga2p, welches iiber keine ZZ-Komponenten verfiigte. Der Nachweis der
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verankerten ZZ-Doméne beruhte auf dessen Affinitit zu verschiedenen IgG-Klassen
unterschiedlichen Ursprungs, wobei sie Affinititen zu den humanen IgGl-, IgG2- und
IgG4-Antikorpern sowie zu allen IgG-Klassen aus Hasen zeigt (Kronvall & Williams, 1969;
Lind & Mansa, 1968; Nakamura et al., 2001). Aus diesem Grund wurde ein in der
Arbeitsgruppe vorhandener primdrer Anti-HA-Antikérper gewihlt, der in Hasen produziert
wurde und iiber einen sekundédren FITC-gekoppelten Anti-Hase-Antikorper nachgewiesen
werden konnte. Zusétzlich waren im Vektor und den Konstrukten keine HA-Tags enthalten,
wodurch keine fehlerhaften Fluoreszenznachweise auftreten sollten. Die induzierten
Hefezellen wurden zu Beginn 1,5 h mit dem priméren Antikorper auf Eis und nach Waschen
in 1 x PBS (pH 8,0) mit dem sekundéren Antikorper bei gleichen Konditionen inkubiert. Die
gewaschenen Zellpellets wurden in 1xPBS (pH 8,0) resuspendiert und fluoreszenz-
mikroskopisch analysiert. Bei Betrachtung der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen
konnte festgestellt werden, dass die Hefezellen mit verankerter ZZ-Domine eine deutliche
Fluoreszenz zeigten und die C-terminale Zellwandverankerung iiber das Agalp-Aga2p-
System somit erfolgreich war. Im Gegensatz dazu konnte fiir die Hefezellen, die keine
Z7-Doméne exprimierten, keine Fluoreszenz detektiert werden (s. Abb. 27).

Neben dem fluoreszenzmikroskopischen Nachweis der ZZ-Immobilisierung wurden die zuvor
eingesetzten Transformanten auch durchflusszytometrisch auf Fluoreszenz iiberpriift und mit

der Kontrolle verglichen (s. Abb. 28).
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Abb. 28: Durchflusszytometrischer Nachweis der Interaktion der zellwandverankerten ZZ-Domine mit
IgG-Antikorpern in S. cerevisiae. Das C-terminale Fusionskonstrukt der Kohésin 1- und Kohésin 2-Doménen
aus C. cellulovorans und der ZZ-Doméne aus S. aureus mit dem Ankerprotein Aga2p wurde im pYD1-Vektor in
den EBY100-Stamm transformiert. Die Transformanten wurden in Trp d/o-Glukose-Medium iiber Nacht bei
30 °C kultiviert, in Galaktose-haltiges Medium geshiftet und 2 d bei 30 °C unter Schiitteln induziert. Als
Negativkontrolle wurde ein Fusionskonstrukt der EstA mit Aga2p ohne ZZ-Komponenten im pYD1 genutzt. Die
Zellen wurden mit einem Anti-HA-Antikorper (Hase) 1,5 h auf Eis inkubiert, in 1 x PBS (pH 8,0) gewaschen
und mit einem FITC-konjugierten Anti-Hase-IgG-Antikorper 1,5 h auf Eis inkubiert. Nach erneutem Waschen
und Resuspension in 1 x PBS (pH 8,0) wurden die Hefezellen zur FACS-Analyse eingesetzt. Dargestellt sind die
reprasentativen Histogramme der Hefezellen, die mit der Negativkontrolle (A) und dem Kohl-Koh2-ZZ-
Konstrukt (B) transformiert wurden. Fiir jedes Konstrukt wurden zwei biologische Replikate (n = 2) mit jeweils
10.000 Zellen gemessen und der prozentuale Anteil der FITC-positiven Zellen ist rechts oben dargestellt. Die
zugehdrigen Mittelwerte des prozentualen Anteils an FITC-positiven Zellen [%] der zwei biologischen Replikate
der Negativkontrolle und des Koh1-Koh2-ZZ-Konstrukts mit Standardabweichungen sind als Balkendiagramm
dargestellt (C).

Die Hefezellen des EBY 100-Stamms, welche das ,,Koh1-Koh2-ZZ“-Fusionskonstrukt und die
Negativkontrolle ohne ZZ-Komponenten exprimierten, wurden wie zuvor bei der fluoreszenz-
mikroskopischen Analyse mit den gleichen Antikérpern behandelt und anschlieBend mittels
FACS untersucht. In Abb. 28 ist jeweils ein exemplarisches Histogramm der Negativkontrolle
(,,A*) und des Transformanten, der das ZZ-Fusionskonstrukt exprimierte (,,B), dargestellt. Es

wurden jeweils zwei biologische Replikate (n =2) mit jeweils 10.000 Zellen analysiert und
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der Mittelwert des prozentualen Anteils an FITC-positiven Zellen (,,C*) bestimmt. Der Anteil
an FITC-positiven Hefen der Negativkontrolle betrug 1,1 %, wohingegen fiir die iiber Aga2p
verankerte ZZ-Domine 37,3 % aller Hefezellen ein Fluoreszenzsignal zeigten, was die
C-terminale Zellwandverankerung der ZZ-Domine iiber das Agalp-Aga2p-Verankerungs-
system ebenfalls bewies (s. Abb. 28).

Aufgrund des erfolgreichen Nachweises der beiden einzelnen Komponenten mittels Western
Blot bzw. Immunfluoreszenz und FACS sollte die Interaktion zwischen ZZ-Domine und
EstA mit fusionierter Fc-Region iiberpriift werden. Hierzu wurden Hefezellen, welche die
iiber Aga2p verankerte ZZ-Doméne exprimierten, mit den in E. coli produzierten und anhand
des T7-Tags aufgereinigten Proteiniiberstdnden inkubiert. Die Expression der ZZ-Doméne im
EBY100-Stamm wurde iiber Nacht in Galaktose-haltigem Medium induziert und die
Inkubation mit den ,,EstA-Fc“-Uberstinden erfolgte iiber variable Zeitriume (3 h, 1-3 d) bei
20 °C auf dem Drehrad. Nach Waschen in 1x PBS (pH 8,0) wurden die Hefen im
EstA-Assay auf Aktivitdt tiberpriift und mit Hefezellen verglichen, welche ebenfalls die
ZZ-Domine exprimierten und mit dem induzierten Uberstand der pET24a(+)-Leervektor
exprimierenden E. coli inkubiert wurde. Fiir keine der untersuchten Konditionen konnte eine
EstA-Aktivitit festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Die Interaktion zwischen der synthetischen ZZ-Doméne aus S. aureus und der Fc-Region des
humanen IgG-Antikérpers sollte zur Verankerung der EstA auf der Oberfliche von
S. cerevisiae genutzt werden. In den Experimenten konnte eine Expression des in E. coli
produzierten Fusionskonstrukts aus EstA und kodonoptimierter Fc-Region im Western Blot
detektiert werden, wobei jedoch keine EstA-Aktivitdt fotometrisch bestimmt werden konnte.
Die C-terminale Zellwandverankerung der iiber das Agalp-Aga2p-System verankerten
Z7-Doméne konnte in S. cerevisiae fluoreszenzmikroskopisch und durchflusszytometrisch
erfolgreich bewiesen werden. Eine Immobilisierung der EstA durch die Interaktion zwischen
ZZ-Domine und Fc-Region konnte aufgrund der ausgebliebenen Aktivitdt der EstA foto-

metrisch nicht nachgewiesen werden.

3.4 Zelloberflichenexpression bakterieller Dehydrogenasen

Zusitzlich zur bakteriellen Esterase A sollten iiber die zuvor untersuchten Zelloberflachen-
expressionssysteme vier Kofaktor-abhingige Dehydrogenasen auf der Oberfliche von Hefen
immobilisiert und durch die Etablierung von enzymatischen Aktivititsassays nachgewiesen
werden. Die Enzymklasse der Dehydrogenasen wurde gewihlt, da einzelne Vertreter bisher

nur in E. coli mithilfe des Autodisplays immobilisiert werden konnten, wohingegen ein
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Zelloberflachenverankerungssystem fiir die hier untersuchten Enzyme in Hefen noch nicht
beschrieben wurde (Jose & von Schwichow, 2004; Schiilirmann ef al., 2017). Neben der
Sorbitol- (SDH) und Mannitoldehydrogenase (MDH) aus R. sphaeroides wurden eine aus
Rhodococcus jostii stammende Formiatdehydrogenase (RjFDH) und die Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (G6PDH) aus E. coli betrachtet. Dariiber hinaus sollte durch die Expression
der Dehydrogenasen untersucht werden, ob eine Zelloberflichenimmobilisierung dieser
dimeren Dehydrogenasen funktionell ist, um als {ibergeordnetes Ziel NADH-/NADPH-
Regenerationssysteme in S. cerevisiae zu generieren. Hierzu wurden neben der monomeren
SDH die dimeren Enzyme MDH, RjFDH und G6PDH analysiert, die zusétzlich zur Katalyse
des Umsatzes ihrer jeweiligen Substrate auf die Kofaktoren NAD' (bei SDH, MDH und
RjFDH) bzw. NADP" (bei G6PDH) angewiesen sind. Aufgrund der erstmaligen Nutzung der
Dehydrogenasen fiir die Zellwandverankerung in Hefen wurden Enzymsequenzen der MDH,
RjFDH und G6PDH eingesetzt, die fiir S. cerevisiae kodonoptimiert wurden.

Analog zur N-terminalen Verankerung der EstA wurden Fusionskonstrukte aus der
KRE]-Signalsequenz, der jeweiligen Dehydrogenasesequenz und der Sequenz der
Zellwandanker Cwp2p, Saglp oder Sedlp als Xhol/Bglll-Fragment in den pFB2-Vektor
kloniert und in S. cerevisiae exprimiert. Bei der Fusion aus SDH und Cwp2p konnte auf ein
bereits zuvor generiertes Konstrukt im pFB2 zuriickgegriffen werden, welches keine
Kodonoptimierung fiir S. cerevisiae aufwies (Rau, 2004). Fiir die C-terminale Verankerung
iber das Agalp-Aga2p-System wurden pYDI-Expressionsvektoren mit einem Fusions-
konstrukt aus 4GA2-Signalsequenz, Aga2p und den Dehydrogenasen SDH oder MDH mittels
,In-Fusion® HD Cloning® generiert und im EBY 100-Stamm exprimiert. Der Nachweis einer
erfolgreichen Zelloberflichenimmobilisierung sollte iiber den Substratumsatz der Dehydro-
genasen unter gleichzeitiger Reduktion des jeweiligen Kofaktors in einem fotometrischen

Assay erfolgen (s. Abb. 29).
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Abb. 29: Schematische Darstellung der zur Zellwandimmobilisierung der bakteriellen Dehydrogenasen
verwendeten Fusionskonstrukte in S. cerevisiae. Die N-terminalen Fusionskonstrukte bestanden aus einer
KRE]-Signalsequenz (,,KREI-SS*), vier unterschiedlichen bakteriellen Dehydrogenasen und den Anker-
proteinen Cwp2p, Saglp und Sedlp. Als Enzyme wurden die Sorbitol- (SDH) und Mannitoldehydrogenase
(MDH) aus R. sphaeroides sowie die Formiatdehydrogenase aus R. jostii (RjJFDH) und die Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase aus E. coli (G6PDH) betrachtet, die fiir den Substratumsatz auf einen Kofaktor angewiesen sind.
Die Fusionskonstrukte wurden in den pFB2-Vektor kloniert und zur Zelloberflachenexpression in S. cerevisiae
exprimiert. Fiir die Fusion aus SDH und Cwp2p wurde ein bereits zuvor generiertes Konstrukt im pFB2 genutzt
(Rau, 2004). Die C-terminalen Fusionskonstrukte bestanden aus einer 4GA2-Signalsequenz (,,4GA2-SS*), dem
Ankerprotein Aga2p sowie der SDH bzw. MDH und wurden mittels ,,In-Fusion® HD Cloning* in den
pYDI1-Vektor kloniert. Die Zelloberflichenexpression erfolgte im S. cerevisiae-Stamm EBY100, welcher das
AGAI-Gen unter Kontrolle eines induzierbaren GALI-Promotors exprimiert und dadurch die indirekte
Immobilisierung des Fusionskonstrukts aus Aga2p und SDH bzw. MDH ermoglichen sollte (s. Abb. 2). Zum
Nachweis der Zelloberflichenexpression wurden fiir jedes Enzym fotometrische Assays durchgefiihrt, die auf

dem jeweiligen Substratumsatz und der Reduktion des Kofaktors beruhten.

3.4.1 Zelloberflichenexpression der SDH und MDH in 8. cerevisiae

Fir den Nachweis der Zelloberflichenimmobilisierung der SDH und MDH aus
R. sphaeroides als N- bzw. C-terminale Fusionskonstrukte mit den Zellwandankern Cwp2p,
Saglp, Sedlp bzw. Aga2p wurden enzymatische Assays nach Schneider & Gifthorn (1989)
und Rau (2004) durchgefiihrt, bei welchen Variationen in den Puffer- und Substrat-
konzentrationen getestet wurden. Die Detektion eines NAD'-Umsatzes im fotometrischen

Assay, welcher fiir den Nachweis der Dehydrogenasenaktivitit notwendig war, wurde
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mithilfe eines Referenz-Assays tberpriift, der auf einer aus Rinderherzen aufgereinigten
L-Laktatdehydrogenase (L-LDH, EC 1.1.1.27) beruhte. Die L-LDH katalysiert den Umsatz
des Substrats L-Laktat zu Pyruvat unter Reduktion des Kofaktors NAD" zu NADH. Bei einer
Wellenldnge von 340 nm konnte eine Absorptionssteigerung und somit eine NADH-Zunahme
nachgewiesen werden, weshalb im Folgenden fotometrische Assays zur Bestimmung des
Kofaktor-Umsatzes fiir den Nachweis der Dehydrogenasen-Aktivitit eingesetzt werden
konnten (Daten nicht gezeigt).

Die N-terminalen Fusionskonstrukte der SDH und MDH wurden zur Expression im
pFB2-Vektor in die S. cerevisiae-Stimme BY4742 und SEY6210 transformiert. Der
Nachweis der Immobilisierung der SDH beruhte auf einer von der SDH katalysierten
Reaktion, bei welcher das Substrat D-Sorbitol zu D-Fruktose umgesetzt wird. Fiir die MDH
erfolgte der Nachweis durch den Umsatz von D-Mannitol zu D-Fruktose. Die Reaktionen
beider Dehydrogenasen wurden anhand der NAD*-Reduktion zu NADH fotometrisch bei
einer Wellenlédnge von 365 nm anhand des Protokolls nach Schneider & Gifthorn (1989) und
zusitzlich bei 340 nm mitverfolgt, da der Kofaktor NADH bei der Wellenldnge von 340 nm
ein Absorptionsmaximum besitzt (McComb et al., 1976).

Fiir keine der Kombinationen aus SDH und MDH mit den drei Zellwandankerproteinen
Cwp2p, Saglp und Sedlp konnte eine Absorptionszunahme im Fotometer im Vergleich zur
YEp352-Leervektor-Kontrolle beobachtet werden. Auch eine Erhohung der Konzentration der
Substrate D-Sorbitol und D-Mannitol in einem Bereich von 0,15-1,5 M, eine Anderung der
Molaritdt des Tris/HCI-Puffers (0,13 M oder 0,2 M) sowie eine Variation der eingesetzten
NAD"-Konzentration (0,7 mM; 1,8 mM; 2,25mM oder 2,5mM) fiihrten zu keiner
Absorptionszunahme. Zuséitzlich erwiesen sich unterschiedliche Temperaturen (20-30 °C)
und Kultivierungszeitrdume (1-5 d) sowie ldngere Messzeitrdume als nicht forderlich auf die
Zelloberflaichenimmobilisierung der SDH wund MDH. Eine Zellwandisolation der
MDH-Fusionskonstrukte in SEY6210 wurde zum Ausschluss eines intrazelluldren Substrat-
umsatzes und zur Untersuchung einer Lokalisation des Enzyms auf der Hefezelloberfldche
durchgefiihrt, wobei auch hier keine MDH-Aktivitit detektiert werden konnte. Dartiber hinaus
zeigten C-terminale Fusionskonstrukte aus SDH und MDH mit Aga2p ebenfalls keine
Aktivitdt (Daten nicht gezeigt).

Aufgrund der ausgebliebenen Aktivititen der SDH und MDH als N-terminal verankerte
Fusionsproteine iiber Cwp2p, Saglp oder Sedlp bzw. als C-terminal verankerte
Fusionsproteine iiber Agalp-Aga2p in S. cerevisiae sollten Teile der bereits zuvor bei der

EstA-Zelloberflichenimmobilisierung untersuchten Optimierungsstrategien der synthetischen
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Biologie auch zur Erh6éhung der N-terminalen SDH- und MDH-Expression iiber die
Zellwandanker Cwp2p und Sedlp eingesetzt werden. Dadurch sollte eine mdgliche sterische
Behinderung der prisentierten Dehydrogenasen auf der Zelloberfliche verringert und eine
funktionelle Konformation durch eine verstirkte, Chaperon-induzierte Proteinfaltung erreicht
werden. Hierzu wurden die beiden Fusionskonstrukte im pFB2-Vektor in den Zellwand-
Deletionsmutanten Akrel, Akre2, Akre6, Amnnl, Amnn2, Amnn5, Acwp2 und Asedl
exprimiert und auf Aktivitdten in enzymatischen Assays untersucht. Zusitzlich wurden fiir
jede Kombination aus Dehydrogenase und Zellwandanker Linker-Konstrukte hergestellt,
welche die zuvor genutzten Linker (,,GS* und ,,L2°) zwischen Enzym und Ankerprotein
enthielten. Durch ,,In-Fusion® HD Cloning* wurden die Konstrukte in den pYX242-Vektor
kloniert und in S. cerevisiae exprimiert (s. Abb. 30, A). Um die Expression der SDH und
MDH in Abhéngigkeit einer erhohten Proteinfaltung im ER zu steigern, wurden analog zur
EstA das UPR-Regulatorprotein Haclp im pMS109-Vektor mit den beiden SDH- und
MDH-Fusionskonstrukten im pFB2-Vektor in S. cerevisiae kotransformiert. Zur
Koexpression mit den ER-Chaperonen Erolp, Kar2p und Pdilp im pBG1805-Vektor wurden
die Fusionskonstrukte mittels ,,In-Fusion® HD Cloning* in den pYX242-Vektor umkloniert
und die Aktivitdten in enzymatischen Assays bestimmt (s. Abb. 30, B).
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Abb. 30: Schematische Darstellung der zur Erhohung der Zelloberfliichenimmobilisierung der Sorbitol-
und Mannitoldehydrogenase genutzten Optimierungsstrategien. (A) Die Fusionskonstrukte aus
KRE]-Signalsequenz (,,KREI-SS*), der Sorbitol- (SDH) bzw. Mannitoldehydrogenase (MDH) aus
R. sphaeroides sowie den Ankerproteinen Cwp2p und Sedlp wurden im pFB2-Vektor zur Zellober-
flichenexpression in unterschiedlichen Zellwand-Deletionsmutanten von S. cerevisiae exprimiert. Auflerdem
wurden die Konstrukte mittels SOE-PCR mit einem Glycin-Serin-Linker (17 AS, ,,GS) oder dem ,,L.2“-Linker
(14 AS) modifiziert. Die Fusionskonstrukte wurden mittels ,,In-Fusion® HD Cloning* in den pYX242-Vektor
kloniert und zur Zelloberflichenexpression in S. cerevisiae transformiert. (B) Die Fusionskonstrukte
»SDH/MDH-CWP2* und ,,SDH/MDH-SEDI1*“ wurden einerseits im pFB2-Vektor mit dem Vektor pMS109
koexprimiert, welcher zur Expression des UPR-Regulatorproteins Haclp in S. cerevisiae eingesetzt wurde
(Valkonen et al., 2003). Andererseits wurden die Effekte der Koexpression der ER-Chaperone Erolp, Kar2p und
Pdilp im pBGI1805-Vektor auf die im pYX242-Vektor exprimierten ,,SDH/MDH-CWP2“- und

SDH/MDH-SEDI1“-Konstrukte in S. cerevisiae betrachtet.
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Fiir die Expression der Fusionskonstrukte aus SDH bzw. MDH mit den Zellwandanker-
proteinen Cwp2p und Sedlp in den acht Zellwand-Deletionsmutanten Akrel, Akre2, Akre6,
Amnnl, Amnn2, Amnn5, Acwp2 und Asedl konnte im Vergleich zum YEp352-Leervektor
keine Absorptionszunahme beobachtet und somit keine Enzymaktivitit festgestellt werden.
Auch fiir die mit den ,,GS*- und ,,L2“-Linkersequenzen modifizierten Fusionskonstrukte
wurde keine enzymatische Aktivitit im wildtypischen BY4742-Stamm anhand einer
NADH-Zunahme fotometrisch detektiert. Der Einfluss des UPR-Regulatorproteins Haclp im
pMS109-Vektor auf die Zelloberflichenverankerung der Fusionskonstrukte aus SDH bzw.
MDH mit den Zellwandankern Cwp2p und Sedlp sollte durch die Koexpression im
SEY6210-Stamm untersucht werden. Es konnte auch hier fiir keine der Transformanten eine
Absorptionszunahme im Vergleich zur Negativkontrolle bestimmt werden. Eine Erhdhung der
Zelloberflaichenimmobilisierungseffizienz der iber Cwp2p bzw. Sed1p verankerten SDH und
MDH durch die Koexpression der ER-Chaperone Erolp, Kar2p und Pdilp im pBG1805-
Vektor wurde im S. cerevisiae-Stamm BY4742 betrachtet. Fiir keine der Kombinationen aus
Fusionskonstrukt und ER-Chaperon war eine Absorptionszunahme in den Assays messbar
und somit konnte auch keine zugehdrige Volumenaktivitit berechnet werden (Daten nicht
gezeigt).

Um einen gestorten Transport der Fusionsproteine aus SDH und MDH mit den Zellwand-
ankerproteinen Cwp2p, Saglp und Sedlp zur Zelloberfliche aufgrund einer Fehlfaltung
auszuschliefen, sollte der Nachweis einer intrazelluliren Akkumulierung von fehlgefalteten
Fusionsproteinen nach Zellaufschluss der Transformanten durch SDS-PAGE und Coomassie-
Farbung erfolgen. Ein immunologischer Nachweis der Proteinexpression mittels Western Blot
war nicht moglich, da keine kommerziellen Antikorper fiir die beiden Dehydrogenasen aus
R. sphaeroides verfligbar waren und bei der Konstruktion der Fusionskonstrukte keine
Antikorper-Tags genutzt wurden, um Einfliisse auf die Enzymaktivitdt und -konformation
bzw. die Verankerung zu vermeiden. Die S. cerevisiae-Stimme BY4742 und SEY6210
wurden mit den Fusionskonstrukten im pFB2-Vektor transformiert und die Transformanten
mittels Glasperlen aufgeschlossen. Die Uberstéinde der abzentrifugierten Hefekulturen wurden
zusétzlich iiber Nacht zur TCA-Féllung eingesetzt und zusammen mit den aufgeschlossenen
Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Coomassie-Farbung konnten in keinem der mit
den SDH- und MDH-Fusionskonstrukten transformierten Hefestimmen Unterschiede in den
angefarbten Proteinen im Vergleich zur Kontrolle des YEp352-Leervektors festgestellt
werden. Somit konnten die Dehydrogenasen weder sezerniert nach TCA-Fillung noch

intrazelluldr nach Zellaufschluss nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Neben der Expression der Dehydrogenasen in S. cerevisiae wurden testweise auch die
Fusionskonstrukte der MDH mit den Zellwandankern Cwp2p, Saglp und Sedlp als
EcoRI/Avrll-Fragment in den pPIC9-Vektor kloniert und in den P. pastoris-Stimmen KM71
und GS115 exprimiert, um eine Zellwandverankerung der MDH durch die Expression in einer
anderen Hefegattung zu erreichen. Die Hefen wurden — wie unter 3.1.3 beschrieben — in
100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6,0) kultiviert, iiber 4 d bei 28 °C mit 0,5 % Methanol
induziert und auf MDH-Aktivitéit bei einer Wellenldnge von 340 nm getestet. Auch fiir die
Zelloberflachenexpression der MDH in P. pastoris konnte in keinem Stamm fiir keines der
Fusionskonstrukte eine Absorptionszunahme durch die Reduktion des Kofaktors NAD" im
Vergleich zur pPIC9-Negativkontrolle detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend konnte festgehalten werden, dass in den durchgefiihrten Experimenten
keine Aktivititen der Polyoldehydrogenasen SDH und MDH aus R. sphaeroides iiber die
Zellwandimmobilisierung mithilfe der Zellwandanker Cwp2p, Saglp und Sedlp in
S. cerevisiae sowie P. pastoris fotometrisch bestimmt werden konnten. Auch eine Steigerung
der Proteinbiosynthese durch die Koexpression mit dem UPR-Regulatorprotein Haclp und
den ER-Chaperonen Erolp, Kar2p und Pdilp sowie die Expression der Fusionskonstrukte in
Deletionsmutanten der Zellwand und die Modifikation mit Linkern zwischen Enzym und
Ankerprotein flihrte zu keiner nachweisbaren Enzymaktivitidt. Aus diesem Grund konnten
auch keine enzymatischen Assays zum Nachweis der zellwandverankerten SDH- und

MDH-Aktivitit in Hefen etabliert werden.

3.4.2 Zelloberflichenexpression der RjFDH und G6PDH in §. cerevisiae

Als Alternative zu den beiden Dehydrogenasen aus R. sphaeroides, die in den jeweiligen
enzymatischen Assays keine Aktivitit zeigten, wurden zwei dimere Dehydrogenasen aus
anderen Bakteriengattungen untersucht, die andere Substrate umsetzen und auch auf die
Kofaktoren NAD" oder NADP" angewiesen sind. Zum einen wurde eine Formiatdehydro-
genase aus R. jostii (RjJFDH) analysiert, welche das Substrat Formiat zu Kohlenstoffdioxid
oxidiert und den Kofaktor NAD" zu NADH reduziert. Zur fotometrischen Analyse wurde ein
bereits etabliertes Protokoll, welches das aufgereinigte Enzym zur Aktivitdtsbestimmung
nutzte, auf die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Hefe-Assays angepasst, weshalb
Hefezellen mit einer ODgoo =10 zum Assay eingesetzt wurden (Boldt & Ansorge-
Schumacher, 2020). Zum anderen wurde die NADP'-abhingige Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (G6PDH) aus E. coli untersucht, die den Umsatz von Glukose-6-Phosphat zu
6-Phosphoglukonolakton unter NADP"-Reduktion zu NADPH Kkatalysiert. Der hier genutzte
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enzymatische Assay wurde nach einem von Schiilirmann et al. (2017) beschriebenen
Protokoll, bei welchem FE. coli-Zellen mit iiber Autodisplay immobilisierter G6PDH
eingesetzt wurden, ebenfalls auf eine Nutzung mit Hefezellen angepasst. Zur Verankerung
wurden N-terminale Fusionskonstrukte aus der KRE-Signal-sequenz, den flir S. cerevisiae
kodonoptimierten Enzymsequenzen sowie den Ankersequenzen von CWP2, SAGI und SED1
als Xhol/Bglll-Fragment in den pFB2-Vektor kloniert und zur Expression in die
S. cerevisiae-Stimme BY4742 und SEY6210 transformiert. Die Enzymaktivitit beider
Dehydrogenasen sollte in Abhidngigkeit der NADH- bzw. NADPH-Zunahme bei einer
Wellenldnge von 340 nm iiber einen Zeitraum von 1 min fotometrisch bestimmt werden. Fiir
alle Kombinationen aus Dehydrogenasen und Zellwandankerproteinen konnte in keinem der
beiden Hefestimme eine Absorptionszunahme im Vergleich zur YEp352-Leervektorkontrolle
festgestellt werden. Eine Verldngerung der Kultivierungsdauer und eine Verianderung der
Reaktionstemperatur mit vorgewarmten Versuchsanséitzen ermdoglichte keine Detektion einer
Enzymaktivitit (Daten nicht gezeigt).

Somit konnten in der vorliegenden Dissertation die Zelloberflichenimmobilisierung der vier
betrachteten Dehydrogenasen aus unterschiedlichen Bakteriengattungen mithilfe der hefe-
eigenen Zellwandankerproteine nicht nachgewiesen und entsprechende Assays zur Detektion
der Enzymaktivitdt in Hefen nicht etabliert werden. Unterschiede in den Immobilisierungs-
effizienzen zwischen monomeren und dimeren Dehydrogenasen auf der Zelloberfliche von
S. cerevisiae konnten aufgrund der ausgebliebenen Enzymaktivititen nicht festgestellt

werden.
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4. Diskussion

Die Immobilisierung von Proteinen auf der Zelloberflaiche von Mikroorganismen wird durch
den FEinsatz einer Vielzahl unterschiedlicher ,,Surface Display“-Systeme ermdglicht.
Verschiedenste Plattformen, deren Grundlage Bakteriophagen, Bakterien, Hefen, Insekten-
oder auch Séugerzellen bilden konnen, wurden in der Vergangenheit erfolgreich zur
Zelloberflaichenimmobilisierung von Proteinen etabliert. Das jeweilige Expressionssystem
wird anhand der Eigenschaften des Zielproteins gewéhlt, um bestmogliche Immobilisierungs-
effizienzen zu erzielen (Andreu & Li del Olmo, 2018; Teymennet-Ramirez et al., 2022). Das
,urface Display” konnte bereits zur Generierung von Biokatalysatoren, Biosensoren,
Impfstoffen oder auch enzymatischen Reaktionsketten genutzt werden, weshalb es in der
biotechnologischen oder pharmazeutischen Forschung vermehrt Anwendung findet (Andreu
& Li del Olmo, 2018; Lozanci¢ et al., 2019; Park, 2020). Hefen eignen sich als eukaryotischer
Organismus insbesondere fiir die Nutzung im YSD, da sie neben ihrer einfachen Kultivierung
und genetischen Manipulierbarkeit auch in der Lage sind posttranslationale Modifikationen an
Proteinen durchzufiihren (Andreu & Li del Olmo, 2018; Demain & Vaishnav, 2009; Kondo &
Ueda, 2004; Teymennet-Ramirez et al., 2022). Die Basis der Systeme bilden hefeeigene
Zellwandproteine, die mit Ausnahme der Pir-Proteine {iber einen am C-Terminus lokalisierten
GPI-Anker kovalent mit dem B-Glukan-Riickgrat der Hefezellwand verbunden sind, wodurch
sie unterschiedliche Arten der Fusion mit dem zu immobilisierenden Protein ermdglichen. Die
Effizienz der Immobilisierung ist hierbei stark von den Eigenschaften der Proteine und
Hefegattungen sowie der zur Expression genutzten Promotoren, Terminatoren und Signal-
sequenzen abhingig (Andreu & Li del Olmo, 2018; Inokuma et al., 2016; Kapteyn et al.,
1999; Tanaka & Kondo, 2015; Teymennet-Ramirez et al., 2022). In fritheren Experimenten
wurden Systeme zur Zelloberflichenimmobilisierung der bakteriellen Esterase A aus
B. gladioli mit hefeeigenen Zellwandproteinen etabliert (Breinig ef al, 2006). Die
Immobilisierung der EstA sollte in dieser Arbeit durch die Nutzung weiterer Zellwandanker
in unterschiedlichen Hefestimmen optimiert werden. Mithilfe synthetischer Biologie wurden
Einfliisse einer verdnderten Zellwandstruktur, einer erhohten extrazelluliren Zuginglichkeit
des Enzyms sowie einer gesteigerten Proteinbiosynthese auf die Immobilisierungseffizienz
untersucht. Durch die Analyse unterschiedlicher Kombinationen aus Promotoren und
Terminatoren sollte eine Expressionssteigerung auf transkriptioneller Ebene erreicht werden.
Zusdtzlich wurde die Immobilisierung der EstA erstmalig mithilfe zweier Verankerungs-
systeme betrachtet, die auf unterschiedlichen Protein-Protein-Interaktionen beruhen.

Basierend auf diesen Untersuchungen sollten vier bakterielle Dehydrogenasen mithilfe der
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genutzten Verankerungssysteme erstmalig in Hefen immobilisiert und durch Aktivititsassays
nachgewiesen werden. Die verwendeten Kofaktor-abhidngigen Dehydrogenasen zeichnen sich
durch verschiedene strukturelle Konformationen aus, wodurch Unterschiede in der
Zellwandverankerung mono- und dimerer Enzyme in Hefen ndher beleuchtet werden sollten.
Eine funktionelle Verankerung dieser Dehydrogenasen auf der Hefezelloberfliche konnte
durch die Nutzung als Ganzzell-Biokatalysatoren eine zukiinftige Generierung von Kofaktor-
Regenerationssystemen ermdglichen, was bisher nur fiir die verwendete G6PDH in E. coli

erreicht werden konnte (Schiiiirmann et al., 2017).

Expressionsanalyse der bakteriellen Esterase A auf der Zelloberfléiiche von Hefen

In S. cerevisiae konnten iiber 20 unterschiedliche Zellwandproteine in genomischen Analysen
identifiziert werden, die {iiber einen GPI-Anker mit dem f-1,3-Glukan-Riickgrat der
Hefezellwand verbunden sind (Andreu & Li del Olmo, 2018; De Groot et al., 2003; Klis et
al., 2002; Yin et al., 2005). Zur Immobilisierung von Fremdproteinen auf der
Hefezelloberfliche wurden von der Klasse der GPI-verankerten Zellwandankerproteine
Saglp, Cwp2p und Sedlp sowie die a-Agglutinine Agalp und Aga2p am meisten in der
Forschung genutzt. Saglp, Cwp2p und Sedlp erlauben aufgrund ihres am C-Terminus
lokalisierten GPI-Ankers nur eine N-terminale Fusion mit dem Zielprotein. Im Gegensatz
dazu besitzt das Agalp-Aga2p-System die Mdglichkeit N- und C-terminale Proteinfusionen
mit dem Adhésionsprotein Aga2p zu untersuchen, da es iiber Disulfidbriicken mit der
GPI-verankerten Agalp-Untereinheit verbunden ist (Andreu & Li del Olmo, 2018; Cappellaro
et al., 1994; LozancCi¢ et al., 2019; Roy et al., 1991). Mithilfe dieser Zellwandproteine
konnten bereits viele verschiedene Enzymklassen aus unterschiedlichen Spezies, wie z. B.
Galaktosidasen, Endoglukanasen oder auch Lipasen, erfolgreich immobilisiert werden
(Inokuma et al., 2014; Liu et al., 2010a; Schreuder ef al., 1993; Van der Vaart et al., 1997).
Aufbauend auf einem von Breinig & Schmitt (2002) entworfenen Zellwandverankerungs-
system, welches auf der N-terminalen Zellwandverankerung eines HA-Peptids iiber die
Ankerproteine Cwp2p und Flolp beruhte, konnte in darauffolgenden Studien die bakterielle
Esterase A auf der Zelloberfldche von S. cerevisiae erfolgreich immobilisiert werden (Breinig
et al., 2006). Die direkte Zellwandverankerung der EstA sollte in dieser Arbeit durch die
Nutzung weiterer Zellwandproteine in unterschiedlichen Hefestimmen optimiert und die
enzymatische Aktivitit erhoht werden. Hierzu wurden in den vorliegenden Versuchen
N-terminale Fusionskonstrukte im pFB2-Vektor generiert, die einen analogen Aufbau zu den

bei Breinig et al. (2006) genutzten Fusionskonstrukten besalen und unter der
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transkriptionellen Kontrolle eines konstitutiven PGK/-Promotors und -Terminators standen.
Sie setzten sich aus der KREI-Signalsequenz zum ER-Import, der EstA-Sequenz und dem
C-Terminus der jeweiligen Zellwandankerproteine mit GPI-Anker zusammen. Zusétzlich zum
von Breinig ef al. (2006) hergestellten Cwp2p-Fusionskonstrukt wurden in dieser Arbeit zur
N-terminalen Verankerung die Zellwandproteine Saglp und Sedlp betrachtet. Sie wurden
aufgrund einer komparativen Studie von Van der Vaart et al. (1997) ausgewdhlt, da sie dort
neben Cwp2p die hochsten Effizienzen in der Immobilisierung einer a-Galaktosidase zeigten.
Zusdtzlich wurden Stamm-spezifische Unterschiede der EstA-Aktivititen zwischen unter-
schiedlichen S. cerevisiae-Stimmen in Kombination mit zwei verschiedenen Expressions-
vektoren fiir die betrachteten EstA-Fusionskonstrukte analysiert. Ein zusammenfassender
Uberblick iiber die Kombinationen aus Hefestamm, Expressionsvektor und Fusionskonstrukt,
welche die hochsten Volumenaktivitdten in den einzelnen Expressionssystemen zeigten, ist in

Abb. 31 dargestellt.
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Abb. 31: Schematischer Uberblick iiber die Ergebnisse der untersuchten Verankerungssysteme zur EstA-
Immobilisierung in Hefen. Die EstA aus B. gladioli wurde {iiber direkte Fusionen mit hefeeigenen
Zellwandankerproteinen auf der Zelloberfliche immobilisiert und mithilfe von Aktivititsassays nachgewiesen.
Dargestellt sind die Kombinationen aus Hefestamm, Vektor und Fusionsprotein, fiir welche in den Experimenten
die hochsten Volumenaktivititen festgestellt werden konnten. Fiir die N-terminale Verankerung wies das
,,EstA-CWP2“-Konstrukt nach Expression im pFB2-Vektor im S. cerevisiae-Stamm S86¢ die hochste
Volumenaktivitit auf (a). Eine C-terminale Verankerung wurde im EBY100-Stamm durch die Expression im
pYD1-Vektor iiber das Agalp-Aga2p-System erreicht (b). In der Hefegattung P. pastoris zeigte das N-terminale
Fusionskonstrukt aus EstA und Sedlp nach Expression im pPIC9-Vektor im KM71-Stamm die hochste

Volumenaktivitét (c).
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Fiir alle Fusionskonstrukte aus EstA und den drei Zellwandankern Cwp2p, Saglp und Sedlp
konnten in den S. cerevisiae-Stimmen BY4742, S86¢ und SEY6210 erfolgreich Volumen-
aktivititen detektiert werden, die eine erstmalige Verankerung der EstA {iber Saglp und
Sedlp in S. cerevisiae demonstrierten und je nach Zellwandankerprotein sowie Expressions-
stamm variierten. Im BY4742-Stamm zeigten sich Cwp2p und Sedlp als effizienteste
Verankerungsproteine, wohingegen im S86c-Stamm die hochsten Volumenaktivititen aller
Hefestimme festgestellt wurden und Cwp2p als effizientestes Ankerprotein fiir die EstA-
Immobilisierung identifiziert werden konnte (s. Abb. 31, a). Der SEY6210-Stamm erwies sich
aufgrund der insgesamt gesehen niedrigsten Volumenaktivititen der EstA-Fusionskonstrukte
als weniger geeignet fiir die Zellwandimmobilisierung der EstA. Die drei verwendeten
C-Termini der Zellwandanker unterschieden sich in ihren GréBen, indem von Cwp2p 71 AS,
von Sedlp 230 AS und von Saglp 320 AS zur Zellwandverankerung verwendet wurden, was
eine potenzielle Untersuchung einer Korrelation der Ankerldnge mit der EstA-Aktivitdt zuliel3
(Van der Vaart et al., 1997). Es zeigte sich, dass sich fiir die Verankerung der EstA
anscheinend eher kiirzere Zellwandanker, wie Cwp2p, eigneten. Langere Ankerproteine, wie
Saglp, fiihrten zu reduzierten Volumenaktivititen, was moglicherweise auf eine verringerte
Immobilisierungseffizienz in der Zellwand zuriickzufiihren war. Beim Vergleich der EstA-
Immobilisierung tiber Cwp2p mit einer verkiirzten Version des C-Terminus von Flolp
(104 AS) fiel hingegen auf, dass die Verankerung iiber Flolp wiederum zu niedrigeren
Volumenaktivititen der EstA fiihrte. Es wurde vermutet, dass Cwp2p im Gegensatz zur
genutzten Flolp-Version bereits als optimiertes Ankerprotein vorlag und die drastische
Verkiirzung von Flolp zur Reduktion der Enzymaktivitit fiihrte (Breinig et al., 2006; Rau,
2004). Fiir die Zellwandimmobilisierung einer Glukoamylase aus R. oryzae iiber Flol1p traten
hingegen die hochsten Enzymaktivititen fiir lingere Ankerversionen des C-Terminus auf
(Sato et al., 2002). Bei der Zellwandverankerung einer a-Galaktosidase iiber Ankerproteine
unterschiedlicher Léngen stellten sich Cwp2p, Sedlp und Saglp als die effizientesten
Kandidaten heraus, jedoch konnte auch dort kein Bezug zwischen den Ankerldngen und der
Effizienz der Immobilisierung hergestellt werden (Van der Vaart et al., 1997). Demnach
scheinen die Zellwandankerproteine variable Verankerungseffizienzen fiir unterschiedliche
Enzyme zu zeigen. In dieser Arbeit konnte somit keine allgemeine Beziehung zwischen EstA-
Immobilisierungseffizienz und Ankerlinge in Kombination mit den hier dargestellten
Ankerproteinen abgeleitet werden. Zur Analyse des Einflusses der Ankerldnge auf die EstA-

Immobilisierungseffizienz konnten deshalb Studien mit weiteren Ankerproteinen
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unterschiedlicher Liangen durchgefiihrt werden, um eine potenzielle Korrelation zwischen
EstA-Verankerung und Ankerlénge néher zu analysieren.

In fritheren Studien zur Etablierung des Cwp2p-vermittelten EstA-Verankerungssystems im
SEY6210-Stamm erfolgte die Kultivierung der Transformanten in einem pH-regulierten
Bioreaktor, was zur Detektion einer Volumenaktivitit von 572 mU/ml flihrte (Breinig et al.,
2006; Diehl, 2008; Rau, 2004). Einen direkten Vergleich mit den erhaltenen Ergebnissen lésst
dies nur bedingt zu, da hier keine permanente pH-Regulation des Wachstumsmediums
betrachtet wurde. Jedoch zeigte sich, dass auch ohne die Kultivierung in einem Bioreaktor
hohere Volumenaktivitdten und Anker- sowie Stamm-spezifische Unterschiede fiir die EstA-
Immobilisierung beobachtet werden konnten, was mdglicherweise in zukliinftigen
Experimenten auch mit der Kultivierung in einem pH-regulierten Fermenter kombiniert
werden konnte. Aufgrund der Verwendung dreier unabhéngiger biologischer und technischer
Replikate sowie der Nutzung von Zellsuspensionen mit gleichen optischen Dichten
(ODsoo = 10) in den enzymatischen Assays wurde in dieser Arbeit auf die Bestimmung
spezifischer Aktivitdten verzichtet, da auch die Volumenaktivitdten einen relativen Vergleich
zueinander ermdglichten und Unterschiede infolge von Optimierungen der Fusionskonstrukte
detektierbar waren. Ein Vergleich zu den spezifischen Aktivititen aus den oben genannten
Veroffentlichungen wurde deshalb nicht gezogen.

Zum Nachweis der Lokalisation der Fusionsproteine in der Zellwand der drei untersuchten
Hefestimme wurden die Zellwinde der Transformanten isoliert, mit einer Laminarinase zur
Spaltung der B-1,3-glykosydischen Bindungen behandelt und die verbliebenen Volumen-
aktivitdten nach Glukanase-Behandlung miteinander verglichen. Durch die Abnahme der
Volumenaktivititen nach Laminarinase-Verdau konnte die Zellwandverankerung aller
Fusionskonstrukte aus EstA und den Zellwandproteinen Cwp2p, Saglp und Sed1p erfolgreich
nachgewiesen werden. Auch hier zeigten sich geringere Abnahmen in den Volumen-
aktivititen im S86c-Stamm, was fiir eine effizientere bzw. stabilere Verankerung in der
Zellwand dieses Hefestamms sprach und ein Grund fiir die zuvor detektierten Unterschiede
der Volumenaktivititen im Vergleich zu den anderen Stimmen sein konnte. Diese
Beobachtung konnte darauf basieren, dass unterschiedliche Hefestimme und -gattungen
voneinander abweichende Zellwandzusammensetzungen besitzen konnen. Infolge einer
Chitin-Farbung des S86c-Stamms konnte ein hoherer Chitingehalt im Vergleich zum
BY4742-Stamm festgestellt werden. Hierbei zeigten beide Stimme zwar dhnliche prozentuale
Anteile an positiven Zellen fiir den Mannan- und B-Glukangehalt, jedoch wies der S86¢-

(72 % positive Zellen) gegeniiber dem BY4742-Stamm (37 % positive Zellen) deutlich
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hohere Mengen an Chitin auf (Bazan, 2011; Bazan ef al., 2014; Kiefer et al., 2020).
GPI-CWPs werden iiber die Interaktion mit B-1,6-Glukanen an das B-1,3-Riickgrat der
Zellwand gebunden, welches wiederum mit dem Chitin der Zellwand verbunden ist (Hartland
et al., 1994; Klis et al., 2002; Kollar et al., 1995, 1997; Orlean, 2012). Der in der Zellwand
erhohte Chitingehalt im S86¢-Stamm koénnte dazu fiihren, dass eine gesteigerte
Verankerungskapazitit in der Zellwand fiir GPI-verankerte CWPs und somit auch fiir
EstA-Fusionsproteine vorliegt, weshalb sich dieser Stamm insbesondere im direkten
Vergleich zum BY4742-Stamm als der effizientere Hefestamm zur Verankerung der EstA
erwies. Fiir den SEY6210-Stamm ist keine entsprechende Analyse des Gehalts der drei
Komponenten verfligbar. Ein eindeutiger Schluss iiber den Grund der verringerten
EstA-Immobilisierung im Vergleich zum BY4742- und S86c-Stamm kann nicht gezogen
werden, da neben der Variation in der Chitinmenge moglicherweise auch Unterschiede im
Mannan- und B-Glukangehalt vorliegen konnten. Falls die Mengen an Mannan und B-Glukan
im SEY6210-Stamm vergleichbar zu den der BY4742- und S86c¢c-Stimme wiren, kdnnten
Stamm-spezifische Unterschiede im Chitingehalt als ein maBigeblicher Faktor fiir die
Immobilisierungseffizienz von GPI-verankerten Fusionsproteinen angesehen werden. Durch
ein Screening auf Unterschiede in den Mengen an Mannan, B-Glukan und Chitin kénnten
weitere Stimme mit vermehrten Anteilen an Chitin (z. B. W303) zum YSD identifiziert und
ndher untersucht werden (Bazan, 2011).

Fiir den weiteren Verlauf der Experimente war es fiir eine Koexpression mit Komponenten
des sekretorischen Pathways notwendig die Fusionskonstrukte mithilfe eines anderen Vektors
in S. cerevisiae zu exprimieren. Der Fokus der Analyse wurde aufgrund der zuvor
detektierten, hoheren Volumenaktivititen der Fusionskonstrukte aus EstA und Cwp2p bzw.
Sed1p nur noch auf diese beiden Konstrukte gelegt. Die Expression der Fusionskonstrukte
mithilfe des pYX242-Vektors fiihrte in den Hefestimmen BY4742, S86¢ und SEY6210 zu
einer Reduktion der Volumenaktivititen im Vergleich zur Expression iiber den pFB2-Vektor.
Auch hier stellte sich der S86c-Stamm weiterhin als die effizienteste Option heraus, was
dessen zuvor beschriebene verbesserte Eignung zur EstA-Immobilisierung weiter stiitzte. Der
Hauptunterschied der beiden Vektoren lag in der unterschiedlichen transkriptionellen
Kontrolle iiber verschiedene Promotor-Terminator-Kombinationen. Wiahrend die Expression
iiber den PGKI-Promotor und -Terminator des pFB2-Vektors im Vergleich hdhere
Volumenaktivitdten bedingte, fiihrte die Expressionsregulation iiber den 7P/-Promotor- und
-Terminator im pY X242 zu einer Verringerung. Neben den zuvor beschriebenen Variationen

in den Ankerproteinen und Expressionsstimmen lie dies auf einen Einfluss der
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transkriptionellen Regulation auf die EstA-Immobilisierungseffizienz schlieBen und
identifizierte eine zusétzliche Stellschraube des YSD. Zusitzlich kénnen auch Unterschiede in
der Stabilitdit und Kopienzahl der Plasmide Auswirkungen auf die Genexpression und die
Immobilisierungseffizienz bedingen, da diese von der Stirke des eingesetzten Promotors
abhéngig sind (Da Silva & Srikrishnan, 2012; Fang et al., 2011; Kim et al., 2015; Sun ef al.,
2012). Aufgrund der Verdnderungen der Enzymaktivititen in Abhéngigkeit der Promotor-
Terminator-Paarung wurde im Verlauf dieser Arbeit eine vergleichende Analyse weiterer
Kombinationen aus konstitutiven Promotoren und Terminatoren untersucht, um eine
bestmdgliche Steigerung der EstA-Immobilisierungseffizienz durch den Tausch unterschied-

licher transkriptioneller Kontrollelemente zu erzielen.

Neben der Immobilisierung der EstA {iber N-terminale Verankerungssysteme konnte die
Immobilisierung eines C-terminalen EstA-Fusionskonstrukts erstmalig in S. cerevisiae
nachgewiesen werden (s. Abb. 31, b). Mithilfe des kommerziell erhiltlichen Agalp-Aga2p-
Systems wurde ein Fusionskonstrukt aus dem Zellwandanker Aga2p inklusive der eigenen
Signalsequenz, einem ,,GS*“-Linker und der EstA im pYD1-Vektor generiert, welcher einen
induzierbaren GALI-Promotor besall. Die Expression erfolgte hierbei nur im EBY100-
Stamm, welcher die Verankerungskomponente Agalp nach Galaktose-Induktion exprimierte
(Boder & Wittrup, 1997). Die Aga2p-vermittelte Verankerung der EstA erwies sich neben der
N-terminalen Immobilisierung als weitere effiziente Verankerungsoption. Mehrere Veroffent-
lichungen konnten Einschrinkungen in den Enzymaktivititen unterschiedlicher Lipasen in
Abhidngigkeit der Verankerungsart (N- oder C-terminal) nachweisen (Liu ef al., 2010a; Liu et
al., 2010b; Matsumoto et al., 2002; Washida et al., 2001). Die Verankerungseffizienz der
beiden Fusionsarten schien fiir die EstA jedoch unabhidngig von der Lage des aktiven
Zentrums zu sein. Moglicherweise besal der im Expressionsvektor enthaltene Linker auch
einen Einfluss auf die EstA-Volumenaktivitit, was jedoch in zukiinftigen Studien fiir
Konstrukte ohne entsprechende Linkersequenz nédher untersucht werden miisste. Die
erfolgreiche C-terminale Verankerung der EstA in S. cerevisiae ermdglicht die Anwendung
von weiteren Optimierungsstrategien zur zusdtzlichen Erhohung der Immobilisierungs-
effizienz, wie z. B. die Steigerung der Proteinbiosynthese oder auch die Analyse weiterer
Linkersequenzen. Aufgrund des erfolgreichen Einsatzes des GALI-Promotors wiirde sich
zukiinftig auch die Analyse einer N-terminalen EstA-Verankerung unter der Kontrolle von

induzierbaren Promotoren anbieten.
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Unterschiede in der Oberflaichenimmobilisierung der EstA wurden auBBerdem in Abhédngigkeit
der als Expressionswirt genutzten Hefegattung untersucht. Neben S. cerevisiae wurde die
Hefegattung P. pastoris betrachtet, die erfolgreich zur Produktion rekombinanter Proteine
sowie zum ,,Surface Display* einer Vielzahl von Proteinen eingesetzt wurde. Sie besitzt im
Vergleich zu S. cerevisiae einen methylotrophen Stoffwechsel und die Eigenschaft in hohen
Zelldichten zu wachsen, was zu Unterschieden in der Proteinexpression fithren kann
(Baghban et al., 2019; Cregg et al., 2000; Juturu & Wu, 2018). Als Alternative zu den von
P. pastoris exprimierten nativen GPI-CWPs kdnnen auch aus S. cerevisiae stammende CWPs
zum Oberfldchendisplay eingesetzt werden (Andreu & Li del Olmo, 2018; Zhang et al.,
2013). Die zuvor in S. cerevisiae getesteten N-terminalen EstA-Fusionskonstrukte wurden in
zwei P. pastoris-Stammen in Abhéngigkeit der pH-Pufferung des Wachstumsmediums und
der Induktionstemperatur analysiert. Hierzu wurden die Fusionskonstrukte mit den
Zellwandankern Cwp2p, Saglp und Sedlp im pPIC9-Vektor mit der Signalsequenz des
a-Mating-Faktors in zwei Hefestimmen exprimiert, wobei die Genexpression unter der
Kontrolle des Methanol-induzierbaren AOXI-Promotors und -Terminators stand. Zur
Zellwandverankerung der EstA in P. pastoris wurden zuvor bereits Untersuchungen mit den
Ankerproteinen Cwp2p, Sedlp und Pirlp durchgefiihrt. Das dort verwendete Fusions-
konstrukt aus EstA und Cwp2p wurde auch in dieser Arbeit genutzt, jedoch unterschied sich
die Lénge des verwendeten Sedlp-Ankers (320 AS) in beiden Experimenten (Diehl, 2008;
Miiller, 2008). Aufgrund der Nutzung des nach Van der Vaart et al. (1997) ausgewéhlten,
verkiirzten C-Terminus von Sedlp (230 AS) in den vorangegangenen Konstrukten konnten
zusitzlich auch Effekte einer Verkiirzung dieses Ankerproteins auf die Immobilisierungs-
effizienz der EstA untersucht und mit der Saglp-vermittelten Verankerung erstmals
verglichen werden. Fiir die Zellwandverankerung der EstA erwies sich der KM71-Stamm
gegeniiber dem analysierten GS115-Stamm als effektiver, was unabhingig von den
betrachteten pH-Werten (6,0 bzw. 7,0) und dem Ankerprotein war. Hierbei stellte sich Sed1p
im Vergleich zu Cwp2p und Saglp als Ankerprotein mit der hochsten Verankerungseffizienz
heraus, was im Einklang mit den von Diehl (2008) generierten Daten stand, jedoch nur im
KM71-Stamm nachgewiesen werden konnte (s. Abb. 31, c). Die Volumenaktivititen der
Fusionskonstrukte schienen hier jedoch stark zwischen den untersuchten pH-Werten zu
variieren, wobei sich ein pH-Wert von 6,0 als geeigneter fiir die EstA-Immobilisierung in
beiden Hefestimmen erwies. Die beiden verwendeten Hefestimme unterscheiden sich vor
allem in der Art der Methanolverwertung (KM71: Mut®; GS115: Mut"), was Unterschiede in

der Effektivitit der Proteinproduktion zwischen den Stammen erkldren kann und eine Analyse
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beider Stimme notig macht (Cregg et al., 2000; Juturu & Wu, 2018). Eine Endochitinase aus
Limonium bicolor konnte beispielsweise sowohl im GS115- als auch im KM71-Stamm
exprimiert werden, jedoch zeigte das in GS115 produzierte Enzym hohere Aktivititen (Liu et
al., 2010c). Dagegen war die Expression einer Chalkon-3-Hydroxylase im KM71H-Stamm
gegeniiber GS115 deutlich erhoht (Hausjell ef al., 2020). Fiir die Expression einer Laccase
aus Trametes versicolor erwiesen sich hingegen sowohl der KM71- als auch der
GS115-Stamm als dhnlich effektiv (O’Callaghan et al., 2002). Mithilfe von Genom- und
Transkriptomanalysen verschiedener P. pastoris-Stimme konnten dariiber hinaus Unter-
schiede in der Zellwandintegritdt und -permeabilitét als mogliche Ausloser fiir die Variationen
in der rekombinanten Proteinproduktion identifiziert werden (Brady et al., 2020; Zha et al.,
2023). Die Zellwandzusammensetzung der beiden hier verwendeten Stimme unterschied sich
in Bezug auf den Gehalt an B-Glukan und Chitin nach Angaben von Bazan (2011) nicht. Fiir
den KM71-Stamm konnten hingegen 10 % weniger positive Zellen infolge einer Mannan-
Farbung identifiziert werden, weshalb eventuell auch der Mannangehalt fiir die unter-
schiedliche Eignung der Hefestimme zur EstA-Verankerung verantwortlich sein kdnnte, was
aber zur genaueren Analyse weiteren Experimenten bedarf (Bazan, 2011).

Diehl (2008) konnte eine exponentielle Korrelation zwischen der Ankerlinge und
Volumenaktivitdt der EstA feststellen, nach welcher der Einsatz ldngerer Zellwandanker zu
erhohten EstA-Aktivititen in P. pastoris fithrt. Dieser Zusammenhang konnte hier nicht
reproduziert werden, da sich die verkiirzte Version des Sedlp-Ankers mit 230 AS im
Vergleich zum Saglp-Anker mit 320 AS weiterhin als effektiver erwies, was auf eine
generelle verbesserte Eignung des Sed1p-Ankerproteins zur EstA-Verankerung in P. pastoris
hindeutete. Zur direkten Vergleichbarkeit dieser Ergebnisse und um genauere Erkenntnisse zu
erzielen, miissten die Enzym-Assays mit den gleichen Sed1p-Versionen durchgefiihrt werden.
Zudem konnten die Experimente in der vorliegenden Arbeit aus Zeitgriinden nur ein einziges
Mal wiederholt werden, was potenzielle Unterschiede ebenfalls erkldren konnte und weitere
Wiederholungen der Experimente ndtig macht. Aufgrund der bei einem pH-Wert von 6,0
erhohten Volumenaktivititen wurde auBerdem auch der Einfluss einer Verringerung der
Kultivierungs- und Induktionstemperatur von 28 °C auf 26°C auf die EstA-
Immobilisierungseffizienz in P. pastoris untersucht. Fiir den GS115-Stamm konnten keine
drastischen Verdnderungen in den Volumenaktivititen der Fusionskonstrukte beobachtet
werden. Jedoch erwies sich in KM71 die Cwp2p-vermittelte EstA-Verankerung nun am
effizientesten, wohingegen sich der Sed1p-Anker bei einer Temperatur von 26 °C nicht mehr

als effizienteste Option zur EstA-Verankerung darstellte. Die Temperaturabhiangigkeit der
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Proteinexpression in P. pastoris konnte in fritheren Studien zur rekombinanten Expression
von Antikdrperfragmenten, einer Laccase aus 7. versicolor oder einer Galaktose-Oxidase aus
Fusarium graminearum nachgewiesen werden. Hierbei wurde durch die Verringerung der
Kultivierungstemperaturen eine Erhohung der produzierten Proteinmengen bzw. Enzym-
aktivitdten erzielt. Dies beruht moglicherweise auf einer verédnderten Regulation zellulédrer
Prozesse, die zu erhohten Proteinstabilitdten und einer verdnderten Proteinfaltung fiihrt
(Anasontzis et al., 2014; Dragosits et al., 2009; Hong et al., 2002). Somit scheint die
Immobilisierungseffizienz unterschiedlicher EstA-Fusionsproteine zur Zellwandverankerung
in P. pastoris neben dem pH-Wert auch deutlich von der genutzten Kultivierungstemperatur
abzuhingen, was eine proteinspezifische Untersuchung der Expression mit unterschiedlichen
Kultivierungsparametern notig macht. Zur Identifikation genauerer, Fusionsprotein-
abhédngiger Tendenzen sollten die Experimente zukiinftig wiederholt und auch durch die
Analyse weiterer Parameter (z. B. variable Methanolkonzentrationen zur Expressions-
induktion, weitere Induktionszeitrdume oder zusétzliche Ankerproteine) erginzt werden, um

das System zur EstA-Expression in P. pastoris zu optimieren.

Die bereits bestehenden Verankerungssysteme zur Immobilisierung der EstA in Hefen
wurden in dieser Arbeit durch die Verwendung zusdtzlicher GPI-Ankerproteine erfolgreich
erweitert und optimiert. In S. cerevisiae erwiesen sich sowohl Cwp2p und Sedlp am
effizientesten zur Verankerung der EstA, wohingegen in P. pastoris Sedlp als effizienteste
Ankeroption identifiziert werden konnte. Hierbei stellte sich heraus, dass sich fiir die
EstA-Verankerung  kein  kausaler = Zusammenhang zwischen  Ankerlinge und
Immobilisierungseffizienz ableiten ldsst. Dies deutet auf variable Eignungen der
Ankerproteine zur EstA-Verankerung hin und bedarf einer individuellen Analyse fiir die
Immobilisierung weiterer Enzyme. Zudem werden die Immobilisierungseffizienzen der
Fusionskonstrukte durch die Eigenschaften des zur Expression eingesetzten Hefestamms
mafgeblich mitbestimmt. Hierbei empfahl sich in S. cerevisiae vor allem der S86¢c-Stamm,
was moglicherweise auf einen erhohten Chitingehalt in der Zellwand zuriickzufiihren ist und
eine weiterfiilhrende Charakterisierung von Hefestimmen anhand unterschiedlicher Zellwand-
zusammensetzungen mit anschlieBender Expression der EstA-Fusionskonstrukte interessant
machen konnte. In P. pastoris war die Effizienz der EstA-Immobilisierung hingegen stark von
den Expressionskonditionen abhéngig, wobei sich hier der KM71-Stamm als effizientester
Expressionsstamm herausstellte. Zusétzlich konnte die EstA in S. cerevisiae erstmalig

mithilfe einer C-terminalen Fusion iiber das Agalp-Aga2p-System auf der Oberflache
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effizient immobilisiert werden, was die Grundlage zukiinftiger Analysen zur Optimierung der
C-terminalen EstA-Immobilisierung bildet. Aufbauend auf den im ersten Teil dieser Arbeit
erlangten Erkenntnissen der N-terminalen EstA-Verankerung in S. cerevisiae wurde die

Oberflachenimmobilisierung mithilfe weiterer Optimierungsansétze untersucht.

Optimierung der Zelloberflichenimmobilisierung in S. cerevisiae mithilfe synthetischer
Biologie

Zur weiteren Steigerung der EstA-Immobilisierung in S. cerevisiae wurden unterschiedliche
Optimierungsstrategien aus dem Bereich der synthetischen Biologie untersucht. Diese
beschreibt die gezielte Verdnderung biologischer Organismen, was beispielsweise die
Modulierung oder Umprogrammierung zellulirer Prozesse umfasst, um mithilfe von
kiinstlichen Zellsystemen biotechnologische oder pharmazeutische Prozesse optimieren zu
konnen. Hierzu konnen die Verdnderungen z. B. auf transkriptioneller, translationaler oder
posttranslationaler Ebene erfolgen, was ein breites Spektrum an Modifikationsmdglichkeiten
bietet (Benner, 2003; Benner & Sismour, 2005; Hirschi et al., 2022; Khalil & Collins, 2010;
Roberts et al., 2013). Fiir die Generierung von Zellfabriken in Hefen zur Produktion
rekombinanter Proteine bieten sich diverse Ansédtze der synthetischen Biologie an, welche
z. B. auf der Herstellung von Expressionsstimmen mit spezifischen Gendeletionen, der
Optimierung der Gensequenzen fiir die Kodonnutzung von Hefen, der Erhohung der
Proteinbiosynthese oder auch der Verdnderung der Glykosylierungseigenschaften beruhen
konnen (Kim et al., 2015; Tanaka & Kondo, 2015).

In dieser Arbeit wurden vier unterschiedliche Herangehensweisen zur weiteren Optimierung
der EstA-Immobilisierung in S. cerevisiae aus dem Feld der synthetischen Biologie betrachtet,

deren Ergebnisse in Abb. 32 dargestellt sind.
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Abb. 32: Schematischer Uberblick iiber die Ergebnisse der untersuchten Optimierungsstrategien zur
EstA-Immobilisierung in Hefen. Zur weiteren Optimierung der EstA-Immobilisierung wurden Methoden aus
dem Feld der synthetischen Biologie untersucht. (A) Hierzu wurden die N-terminalen Fusionskonstrukte aus
EstA und Cwp2p bzw. Sedlp in acht Deletionsmutanten von Zellwand-assoziierten Komponenten exprimiert (a).
Sterische Einfliisse auf die Zelloberflachenexpression der EstA wurden durch die Modifikation der Konstrukte
mithilfe der Linkersequenzen ,,GS* und ,,L2“ zwischen Enzym und Ankerprotein analysiert (b). AuBlerdem
wurden die Effekte der Koexpression der Fusionskonstrukte mit dem UPR-Regulatorprotein Haclp sowie den
drei ER-Chaperonen Erolp, Kar2p und Pdilp untersucht (c). Fiir keine dieser drei Optimierungsstrategien
konnte eine Steigerung der EstA-Aktivitdt nachgewiesen werden (rotes Kreuz). (B) Durch die Generierung
unterschiedlicher Expressionsplasmide konnten die Einfliisse von 19 konstitutiven Promotoren und sechs
Terminatoren auf die Zelloberflichenimmobilisierung der EstA untersucht werden. Die Expression des
Fusionskonstrukts aus EstA und Zellwandanker Cwp2p im pYTKO083-Vektor zeigte fiir die Kombination aus
CCW12-Promotor (,,pCCWI12%) und TDHI-Terminator (,tTDHI1*) im S. cerevisiae-Stamm S86¢ die hdchste
Volumenaktivitit aller untersuchten Kombinationen.
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Expressionsanalyse der EstA in S. cerevisiae-Deletionsmutanten der Zellwand

Zur Untersuchung der Effekte von Deletionen unterschiedlicher Zellwand-assoziierter Gene
auf die Immobilisierungseffizienz der EstA wurden die Fusionskonstrukte mit Cwp2p bzw.
Sedlp in den acht Deletionsmutanten Akrel, Akre2, Akre6, Amnnl, Amnn2, Amnn5, Acwp?2
und Asedl des S. cerevisiae-Stamms BY4742 exprimiert. Es wurde erwartet, dass die
Zellwand durch die Deletion spezifischer Gene, die fiir Zellwandkomponenten kodieren, eine
erhohte Kapazitit bzw. mehr Freiraum zur Immobilisierung von GPI-verankerten Proteinen
aufweist, weniger sterische Hinderungen auftreten und sich die Substratzugidnglichkeit erhdht,
was sich in gesteigerten Enzymaktivititen duBlern sollte (Inokuma et al., 2021; Tanaka &
Kondo, 2015). Eine Modifikation der Zellwandstruktur durch die entsprechenden
Gendeletionen erbrachte in den Experimenten keine Steigerung der Immobilisierungs-
effizienz, was durch die Detektion niedrigerer bzw. dhnlicher EstA-Volumenaktivitidten im
Vergleich zum wildtypischen BY4742-Stamm festgestellt wurde (s. Abb. 32 A, a).

Krelp, Kre2p und Kre6p sind als Mitglieder der KRE-Familie fiir die Zellwandzusammen-
setzung und Resistenz gegeniiber dem Kl-Killertoxin verantwortlich. Krelp stellt als
Zellwandglykoprotein den Sekundérrezeptor des K1-Toxins dar und eine Deletion fiihrt zur
Reduktion des B-1,6-Glukangehalts um 40 % bei gleichzeitiger Strukturverdnderung sowie
Verringerung der PolymergroB3e (Boone et al., 1990; Breinig et al., 2002, 2004; Hill et al.,
1992; Hutchins & Bussey, 1983). Kre2p ist als o-1,2-Mannosyltransferase an der
O-Mannosylierung verschiedener Proteine beteiligt. In Akre2-Deletionsmutanten konnte im
Gegensatz zu Akrel-Mutanten ein zum Wildtyp vergleichbarer Gehalt an B-1,6-Glukanen
festgestellt werden, jedoch zeigten diese Mutanten Verdnderungen in der N-Glykosylierung
von Glykoproteinen (Hausler et al., 1992; Hill et al., 1992; Lussier et al., 1997, 1999). Der
dritte Vertreter, Kre6p, stellt eine Glykosylhydrolase dar, die fiir die Proteinbiosynthese der
B-1,3- und B-1,6-Glukane sowie fiir den Einbau des Verankerungsproteins Sedlp in die
Zellwand verantwortlich ist, weshalb Mutationen zu einem stark reduzierten Glukanlevel
fiihren (Bowen & Wheals, 2004; Montijn et al., 1999; Roemer et al., 1993; Roemer &
Bussey, 1991). In den Deletionsstimmen der Vertreter der KRE-Familie konnten zwar
Volumenaktivititen der EstA-Fusionsproteine in Kombination mit den Ankerproteinen
Cwp2p und Sedl1p detektiert werden, die — abgesehen von der Expression des ,,EstA-CWP2*-
Fusionskonstrukts im Akre2-Stamm — keine Steigerung im Vergleich zum Wildtyp aufwiesen,
was nur bedingt Verbindungen zwischen den deletierten Proteinen und der EstA-Verankerung
erkennen ldsst. Fiir Kre6p konnte bereits gezeigt werden, dass das Protein direkt in die

Zellwandverankerung von Sedlp involviert ist, da durch einen KRE6-Knockout Sedlp nur
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intrazelluldr nachgewiesen und nicht mehr in die Zellwand eingebaut werden konnte (Bowen
& Wheals, 2004). Fiir die Verankerung der EstA im Akre6-Deletionsstamm konnte eine
Volumenaktivitit detektiert werden, die im Vergleich zum Wildtyp um 40 % niedriger war,
was auf eine entsprechende Beteiligung von Kre6p an der Verankerung des ,,EstA-SED1-
Fusionskonstrukts hinwies. In Studien zur Untersuchung der Einfliisse von Gendeletionen
unterschiedlicher Zellwandkomponenten auf die Sekretion und Zellwandverankerung von
Polysaccharid degradierenden Enzymen in S. cerevisiae konnte demonstriert werden, dass
sich unterschiedliche Deletionen in verschiedenem Malle auf die Enzymsekretion und
-immobilisierung auswirken konnen (Chen et al., 2023). Ein KREI-Knockout erwies sich
beispielsweise forderlich auf das ,Surface Display“ einer [-Glukosidase aus
Saccharomycopsis fibuligera iliber Sedlp, wohingegen ein KRE6-Knockout nur die
Enzymsekretion positiv beeinflusste. Dies wurde auf strukturelle Unterschiede zwischen
sekretierten und zellwandverankerten Proteinen zuriickgefiihrt und lie auf einen direkten
Einfluss von Genen der Zellwandbiosynthese auf die Proteinexpression schlieBen, was
moglicherweise auch Auswirkungen auf die EstA-Immobilisierung besitzen konnte (Chen et
al., 2023).

Zusitzlich zu den Effekten der Vertreter der KRE-Familie wurden die Deletionen der drei
MNN-Gene MNNI, MNN2 und MNN5 betrachtet, die fiir Mannosyltransferasen kodieren.
Mnnlp stellt eine im Golgi-Apparat lokalisierte o-1,3-Mannosyltransferase dar, die die
a-1,3-Mannosylierung von N- und O-Glykoproteinen durchfiihrt, was durch eine Gendeletion
verhindert wird (Graham et al., 1994; Lussier et al., 1999; Raschke et al., 1973; Wiggins &
Munro, 1998; Yip et al., 1994). Fiir die Katalyse von a-1,2-Mannosylierungen konnten die
Vertreter Mnn2p und Mnn5p identifiziert werden, die im cis-Golgi lokalisiert sind und
Homologien zu Mnnlp zeigen. a-1,2-Mannosereste treten ebenfalls bei GPI-verankerten
Proteinen auf, fiir deren Addition Mnn2p und Mnn5p nicht essentiell sind (Rayner & Munro,
1998; Sipos et al, 1995). Deletionen von Mnn2p und MnnS5p fithren zu verkiirzten
a-1,2-Mannosylierungen, was die darauffolgende Addition von Mannosylphosphatresten
verhindert (Bai et al., 2006; Cohen et al., 1980; Olivero et al., 2000). In keinem der drei
MNN-Deletionsstimme konnte eine Stamm-abhéngige Zunahme der EstA-Volumenaktivitét
beobachtet werden. Fiir die Zellwandverankerung einer B-Glukosidase aus A. aculeatus und
der Endoglukanase II aus 7. reesei liber Saglp konnte in einem Amnn2-Deletionsstamm eine
Steigerung der Enzymaktivititen festgestellt werden. Auch durch die Deletion des
MNN5-Gens konnte eine Erhohung der Aktivitdt der Endoglukanase II beobachtet werden
(Matsuoka et al., 2014). Fiir die Golgi-Mannosyltransferasen Ochlp, Mnnlp und Mnn9p
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wurde im Rahmen von Studien zur Sekretion dreier prokaryotischer Enzyme, die in
S. cerevisiae N-hyperglykosyliert werden, festgestellt, dass zwar eine Aktivitétssteigerung fiir
die Enzyme auftrat, diese aber nicht durch eine tatsichliche Anderung in der spezifischen
Aktivitdt begriindet war. Die Deletionen von Ochlp und Mnn9p fiihrten demnach zu einer
gesteigerten Proteinmenge, die nicht durch das Ausbleiben der Hyperglykosylierung, sondern
durch eine verstirkte Expression von Chaperonen und ERAD-Komponenten zustande kam,
die jedoch UPR-unabhingig war (Tang et al, 2016). Die forderlichen Effekte auf die
Zellwandimmobilisierung durch die Deletion der Vertreter der MNN-Familie konnten in der
vorliegenden Arbeit fiir die EstA nicht bestitigt werden und scheinen somit von dem zu
verankernden Protein sowie den Eigenschaften des Fusionsproteins abhingig zu sein. Die in
den EstA-Fusionskonstrukten genutzten Zellwandankerproteine Cwp2p und Sedlp gelten als
stark O- bzw. N- und O-mannosyliert, weshalb ein Einfluss durch den Knockout entsprech-
ender Mannosyltransferasen, wie z. B. Kre2p oder Mnnlp, auf die Prozessierung sowie
Zellwandverankerung der entsprechenden Fusionsproteine nicht génzlich ausgeschlossen
werden kann und als ein moglicher Erkldrungsgrund fiir die ausgebliebene Steigerung der
EstA-Volumenaktivitit gelten konnte (Lesage & Bussey, 2006; Shimoi ef al., 1998; Van der
Vaart et al., 1995). Fiir die Addition von a-1,2-Mannoseresten an GPI-verankerte CWPs
sollen Mnn2p und Mnn5p nicht essentiell sein, jedoch fiihrte auch die Deletion der beiden
Mannosyltransferasen zu einer Verringerung der EstA-Volumenaktivititen, weshalb auch ein
indirekter Effekt auf die Zellwandverankerung mdéglich wére (Rayner & Munro, 1998; Sipos
et al., 1995).

Dariiber hinaus wurde durch die Deletion der Zellwandproteine Cwp2p und Sed1p untersucht,
ob mehr Freiraum an der Zelloberfliche zur Verankerung der EstA-Fusionskonstrukte
generiert werden kann, da Cwp2p und Sed1p einen Grof3teil der GPI-CWPs der Hefezellwand
ausmachen (Van der Vaart et al., 1995, 1997). Anhand der Deletion des CWP2-Gens konnte
eine Steigerung der Sekretion einer Zellulase mit erhohter extrazelluldrer Aktivitdt
nachgewiesen werden, was UPR-unabhédngig war und gleichzeitig zu einer beeintrichtigten
Zellwandintegritét fiihrte, indem der CWP2-Knockout die Expressionsregulation unterschied-
licher Zellwand-assoziierter Gene verdnderte (Li et al., 2020). Eine Erh6hung des YSD einer
B-Glukosidase konnte infolge einer CWP2-Deletion in S. cerevisiae ebenfalls nachgewiesen
werden, die jedoch im Vergleich zur sekretierten Zellulase geringer ausfiel und zwischen den
analysierten Deletionsstimmen variierte (Arnthong et al., 2022; Li et al., 2020). Auch fiir die
Expression in Asedl-Stimmen konnten verbesserte Immobilisierungseffizienzen des

Fluoreszenzreporterproteins dsRed und unterschiedlicher Glukosidasen festgestellt werden
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(Bamba et al., 2018; Kotaka et al., 2010; Kuroda et al., 2009). Im Gegensatz dazu konnte
gezeigt werden, dass ein entsprechender Knockout des CWP2-Gens nicht zwingend zur
Verbesserung der Display-Effizienz fliihren muss, da die Immobilisierungseffizienz einer
a-Galaktosidase iiber die Zellwandankerproteine Cwp2p, Saglp und Sedlp nicht weiter
erhoht werden konnte (Van der Vaart ef al., 1997). In der vorliegenden Arbeit zeigten die
beiden EstA-Fusionskonstrukte nur im Ased/-Stamm im Vergleich zum Wildtyp &hnliche
Volumenaktivitdten. Durch die Analyse weiterer Transformanten kdnnten genauere Schliisse
iiber eine Eignung der Deletionsstimme (wie z. B. Akre2 und Asedl) zur Verbesserung der
Expression der zellwandverankerten EstA in S. cerevisiae gezogen werden, da die
Experimente aus Zeitgriinden nur ein einziges Mal durchgefiihrt werden konnten. AuBBerdem
wurden zuvor Stamm-spezifische Unterschiede in den Immobilisierungseffizienzen der
EstA-Fusionskonstrukte nachgewiesen, weshalb durch die Generierung der entsprechenden
Deletionsmutanten in einem anderen Stammbhintergrund (z. B. S86¢) mit anschlieender
Expressionsanalyse der Fusionskonstrukte auch verbesserte Volumenaktivititen auftreten
konnten. Tendenziell konnte anhand der erhaltenen Ergebnisse fiir alle untersuchten
Deletionen im BY4742-Stammbhintergrund kein forderlicher Effekt auf die Immobilisierungs-
effizienz der EstA festgestellt werden, was moglicherweise auch durch eine Degradation der
Fusionsproteine infolge einer durch die Deletionen bedingten Stresssitutation fiir die
Hefezellen erklirt werden konnte. Die gegenseitige Regulation zwischen den Signalwegen zur
UPR-Aktivierung infolge von ER- und Zellwandstress und dem ,,Cell Wall Integrity*-
Pathway (CWI) konnte beschrieben werden, was die Zellen durch eine enge Kontrolle vor
Stress-induzierten Schiden schiitzen soll (Krysan, 2009; Levin, 2005; Scrimale et al., 2009).
Eine Aktivierung des CWI-Pathways infolge einer MNN2-Deletion konnte bereits
nachgewiesen werden (Nakamura et al., 1997; Rayner & Munro, 1998). Die erhdhte Aktivitat
von ER-Komponenten infolge des Knockouts von Zellwandkomponenten (s. Ochlp, Mnn9p
und Cwp2p) konnte jedoch bei gleichzeitiger Verdnderung der Zellwandintegritit als
UPR-unabhingig beschrieben werden, was weiterfiihrende Untersuchungen der Effekte einer
Deletion von Zellwandkomponenten auf die Regulation des sekretorischen Pathways bendtigt
(Li et al., 2020; Tang et al., 2016). In Bezug auf die Zelloberflichenexpression der EstA
erschwert die Beteiligung weiterer, teils noch unbekannter Signalwege die Identifikation einer
eindeutigen Korrelation zwischen den deletierten Zellwand-assoziierten Genen und der
Zellwandverankerung, da noch weitere zellulire Komponenten (z. B. Proteine des
sekretorischen Pathways) einen Einfluss auf die Immobilisierung nehmen konnten. Zur

weiterfilhrenden Analyse konnten zukiinftig Deletionen anderer GPI-CWPs, wie z. B.
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Ccwl2p oder Ccwldp, getestet werden, die fiir die Zellwandintegritit bzw. -stabilitit
zustindig sind und bereits als Deletionsstimme zum YSD eingesetzt wurden (Inokuma et al.,
2021; Lesage & Bussey, 2006; Ragni et al., 2007). Bei der Zelloberflichenexpression einer
B-Glukosidase aus A. aculeatus iber Sed1p und Saglp konnte zwar fiir die Expression in den
beiden zuvor erwédhnten Deletionsstimmen keine Erhéhung der Enzymaktivitit detektiert
werden. Die Expression in einer Doppelmutante (Accwi2Accwli4) fihrte jedoch zu einer
deutlichen Steigerung der Enzymaktivitit, was auf eine erhohte Verankerungskapazitit der
Zellwand durch den Knockout der Gene zurlickgefiihrt wurde. Dieser Effekt des
Deletionsstamms schien hingegen Enzym-abhidngig zu sein, da fiir die Verankerung einer
Endoglukanase keine signifikante Aktivitédtssteigerung beobachtet werden konnte (Inokuma et

3

al., 2021). Zusitzlich konnten fiir weitere Doppelmutanten beim ,,Surface Display* einer
B-Glukosidase aus S. fibuligera ebenfalls Variationen in den Immobilisierungseffizienzen
abhéngig von den untersuchten Deletionen festgestellt werden, die sich durch eine
Koexpression von an der Translation beteiligten Proteinen teilweise noch weiter steigern lief3

(Chen et al., 2023).

Expressionsanalyse von EstA-Fusionskonstrukten mit inserierten Linkersequenzen

Neben der Expression der Fusionskonstrukte in Deletionsmutanten der Hefezellwand wurden
die Effekte einer Modifikation der Fusionskonstrukte aus EstA und Cwp2p bzw. Sedlp
mittels flexibler Linkersequenzen untersucht. Die Addition dieser Sequenzen sollte dazu
fiihren, dass die extrazellulire Zuginglichkeit des Enzyms fiir das Substrat auf der
Zelloberfldche erhoht wird, indem potenzielle sterische Behinderungen zwischen Enzym und
Ankerprotein in der Zellwand verhindert werden, was ansonsten zu verminderten
Enzymaktivitidten fiihren konnte. Flexible Linker bestehen in der Regel hauptsidchlich aus
kleinen, polaren (Glycin) und nicht-polaren Aminosduren (Serin/Threonin) mit variablen
Wiederholungszahlen, welche eine erhohte Flexibilitit und Mobilitit der Domédnen
begiinstigen sollen (Argos, 1990; Chen et al., 2013). In dieser Arbeit wurden zwei flexible
Linkersequenzen (,,GS* und ,,L2*) zwischen EstA und Ankerprotein inseriert und iiber den
pYX242-Vektor in S. cerevisiae exprimiert. Der ,,GS“-Linker (ASGGGGSGGGGSGGGGS)
besal eine Groe von 17 AS und setzte sich zur Erhohung der Flexibilitit aus einem
(GGGGS)3-Motiv mit einem zusidtzlichen Alanin- und Serin-Rest zusammen (Argos, 1990;
Chen et al., 2013). Der ,,L2“-Linker (EGKSSGSGSESKST) umfasste 14 AS, welche neben
Glycin- und Serin-Resten zur Steigerung der Loslichkeit auch Glutamat- und Lysin-Reste

beinhaltete. Er konnte dadurch erfolgreich zur Herstellung von Antigen-Bindeproteinen
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eingesetzt werden (Bird et al, 1988; Chen et al, 2013). Im Vergleich zu den
Fusionskonstrukten ohne Linker-Modifikationen im pYX242-Vektor konnte keine Erhéhung
der EstA-Immobilisierungseffizienz iiber Cwp2p und Sedlp festgestellt werden, was
unabhingig von den Ankerproteinen und Linkersequenzen war (s. Abb. 32 A, b).

Die Addition zusitzlicher Linkersequenzen zwischen Zielprotein und Zellwandanker konnte
mehrfach erfolgreich zur Verbesserung der Enzymverankerung im YSD eingesetzt werden. In
Studien zur Zellwandimmobilisierung einer Lipase aus R. oryzae mittels Saglp wurden in
S. cerevisiae ,,GS“-Linker zur Steigerung der Enzymaktivitidt gegeniiber unterschiedlichen
Substraten genutzt, was auf eine verbesserte Separation der beiden Fusionspartner und
gesteigerte Zuginglichkeit des aktiven Zentrums fiir die Substrate durch die Linker zuriick-
gefiihrt wurde. Die Aktivitit des Enzyms gegeniiber unterschiedlichen Substraten war hierbei
von den Léngen der Linkersequenzen abhédngig (Ueda & Tanaka, 2000; Washida et al., 2001).
AulBlerdem konnte die Aktivitit einer iiber Cwp2p immobilisierten Lipase 2 aus Y. lipolytica
mithilfe eines (GsS)3-Linkers mafBigeblich gesteigert werden. Dieser Linker erwies sich im
Vergleich zu einer als Linker untersuchten Serin/Threonin-reichen Region des Ankerproteins
Flolp mit einer GroBBe von 350 AS, welche zuvor erfolgreich zur Verbesserung der
extrazelluldren Zuginglichkeit eines iiber Cwp2p und Flolp immobilisierten HA-Tags in
S. cerevisiae genutzt wurde, als geeigneter fiir die Verankerung dieser Lipase (Breinig &
Schmitt, 2002; Liu et al., 2010b). Fiir Fusionen einer a-Galaktosidase mit unterschiedlichen
N-terminalen Zellwandankerproteinen konnte die Enzymaktivitit durch die Modifikation mit
einem ,,GS“-Linker in Abhédngigkeit des Ankerproteins gesteigert werden. Wihrend die
grofite Zunahme der Aktivitdt fiir Sedlp festgestellt wurde, zeigten andere Zellwandanker,
wie z.B. Saglp und Cwp2p, keine bzw. nur geringe Aktivititszunahmen. Die hdchste
Enzymaktivitdt in den Versuchen zeigte hingegen die Fusion mit dem Zellwandanker Dandp
ohne zusitzliche Linkersequenz, deren Addition zu keiner weiteren Erhohung fiihrte
(Lozanci¢ et al., 2019; Yang et al., 2019).

Somit scheint die Eignung sowie die Wahl bestimmter Linker mit unterschiedlichen
Zusammensetzungen und Léngen sehr spezifisch fiir die untersuchte Fusion aus Ziel- und
Ankerprotein zu sein. Eine allgemeine Korrelation zwischen den Bestandteilen oder den
Langen der Linker und den Fusionsproteinen ist demnach nur schwierig abzuleiten und muss
auf das jeweilige Protein abgestimmt werden (Yu et al., 2015). Einfliisse des hier zur
Expression genutzten pYX242-Vektors konnen ebenfalls nicht ausgeschlossen werden, da
sich dieser Vektor auch zur Expression der N-terminalen EstA-Fusionskonstrukte ohne

Linkersequenz als weniger effektiv erwies, was moglicherweise auf die transkriptionelle
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Kontrolle durch den 7P/-Promotor und -Terminator zuriickzufiihren war. Fiir die C-terminale
Verankerung der EstA mithilfe des Agalp-Aga2p-Systems, welche kein Bestandteil dieser
Linker-abhéngigen Expressionsanalyse war, konnte eine Enzymaktivitit trotz der Nutzung
eines Linkers beobachtet werden. Im kommerziellen pYDI1-Expressionsvektor war der
gleiche ,,GS“-Linker zwischen Aga2p und EstA enthalten, der jedoch am N-Terminus anstatt
am C-Terminus der EstA lokalisiert war (Boder & Wittrup, 1997). Aufgrund fehlender
Analysen der C-terminalen Oberflachenexpression der EstA ohne bzw. mit weiteren Linker-
sequenzen lassen sich hier nur bedingt Riickschliisse ziehen. Es kann jedoch vermutet werden,
dass eine Linker-bedingte Steigerung der EstA-Aktivitdt zusétzlich auch von der Art der
Fusion (N- oder C-terminal) abhédngig ist, was aber weitere Untersuchungen erfordert. Die
hier verwendeten Linker eigneten sich in den Experimenten nicht zur Erhéhung der
Volumenaktivitdt der N-terminal verankerten EstA liber Cwp2p bzw. Sed1p und wirkten sich
sogar nachteilig aus. Ein Grund hierfiir konnte sein, dass die Proteinprozessierung durch die
Insertion der Linkersequenzen zwischen Enzym und Ankerprotein nachteilig verédndert wurde,
was zu einer verringerten Immobilisierungseffizienz in der Zellwand fiihrte. Moglicherweise
wurde die optimale Lange der Linker fiir die N-terminale Zellwandverankerung der EstA
durch die Untersuchung von nur zwei Linkersequenzen mit definierten Ldngen noch nicht
gefunden, was durch ein Screening von Linkern mit variablen Lingen und Aminoséure-
zusammensetzungen kiinftig ndher analysiert werden konnte. Auflerdem wire es auch
denkbar, dass sich eine Nutzung von rigiden Linkern als geeigneter fiir die EstA-
Oberflachenexpression erweisen konnte, da die Verwendung von flexiblen Linkern bei der
Expression mancher Fusionsproteine zu Problemen fithrte (Amet et al., 2009; Bai & Shen,

2006; Chen et al., 2013; Maeda et al., 1997).

Expressionsanalyse der EstA in Abhéangigkeit einer UPR-Aktivierung und gesteigerten
Proteinbiosynthese

Als weitere Strategie zur Erhohung der EstA-Immobilisierungseffizienz wurde der Einfluss
einer gesteigerten Proteinbiosynthese durch die Koexpression des UPR-Regulatorproteins
Haclp sowie der drei Chaperone Erolp, Kar2p und Pdilp in S. cerevisiae untersucht. Fehl-
und ungefaltete Proteine, die im ER-Lumen akkumulieren, 16sen in S. cerevisiae eine UPR-
induzierte Degradation aus, bei welcher das bZIP-Protein Haclp eine zentrale Rolle im
Signalweg einnimmt (Cox & Walter, 1996; Guerfal et al., 2010; Mori et al., 1996; Travers
et al., 2000). Die HACI-mRNA wird in der Zelle konstitutiv exprimiert und besitzt eine

Intron-Sequenz, die die Translation blockiert. Infolge von ER-Stress wird das Transmembran-

157



Diskussion

protein Irelp durch die Dissoziation von Kar2p aktiviert, welches ein unkonventionelles
Splicing der Intron-Sequenz der HACI-mRNA durchfiihrt, wodurch die Translation sowie
Translokation des Transkriptionsfaktors Haclp in den Nukleus erfolgt und die Transkription
diverser ER-Stress-Gene, wie z. B. ER-residenter Chaperone oder Foldasen, zur Wieder-
herstellung der ER-Homoostase induziert wird (Cox et al., 1993; Guerfal et al., 2010; Kimata
et al., 2007; Okamura et al., 2000; Riiegsegger et al., 2001). In S. cerevisiae und P. pastoris
konnte durch die Koexpression von Haclp die Expression von Membranproteinen,
sekretierten oder auch zellwandverankerten Proteinen gesteigert werden (Breinig et al., 2006;
Gasser et al., 2006; Guerfal et al., 2010; Han et al., 2020; Valkonen et al., 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte der Koexpression des UPR-Regulatorproteins
Haclp auf die Oberflichenimmobilisierung der liber Cwp2p bzw. Sedlp verankerten EstA
untersucht. Hierzu wurde der von Valkonen et al. (2003) etablierte single-copy-Centromer-
Vektor pMS109 eingesetzt, welcher die bereits aktivierte Form von Haclp nach Intron-
Splicing konstitutiv exprimierte und aufgrund passender Selektionsmarker mit den im
pFB2-Vektor exprimierten EstA-Fusionskonstrukten koexprimiert werden konnte. Weder fiir
die Immobilisierung iiber Cwp2p noch fiir Sedlp konnte in Kombination mit der Haclp-
Koexpression eine Steigerung der EstA-Volumenaktivititen beobachtet werden
(s. Abb. 32 A, ¢). Die Volumenaktivititen wurden durch die Koexpression sogar auf das
Level des Leervektors reduziert. Im Gegensatz zu den erhaltenen Ergebnissen konnte
Valkonen et al. (2003) mithilfe der Haclp-Koexpression eine Expressionssteigerung einer
sekretierten a-Amylase aus Bacillus amyloliquefaciens in S. cerevisiae beobachten, wobei die
Sekretion einer Endoglukanase aus 7. reesei unverandert blieb. In Studien von Breinig et al.
(2006) wurde ebenfalls die EstA-Immobilisierungseffizienz in Abhidngigkeit der UPR-
Aktivierung durch die Haclp-Expression iiber den single-copy-Vektor pMS109 untersucht.
Neben dem Fusionskonstrukt aus EstA und Cwp2p, welches auch in der vorliegenden Arbeit
genutzt wurde, wurde die Verankerung mithilfe von Flo1p betrachtet. Dort konnte fiir Cwp2p
ebenfalls keine Erh6hung der EstA-Volumenaktivitit beobachtet werden, wohingegen fiir
Flolp eine Aktivititssteigerung um ca. 25 % festgestellt werden konnte. Als mdglicher Grund
fiir die Unterschiede zwischen Cwp2p und Flolp wurde angefiihrt, dass die genutzte
Cwp2p-Sequenz ohne ihre Signalsequenz 71 AS umfasst und daher bereits fiir die zelluldre
Verankerungsmaschinerie optimiert ist, weshalb eine Steigerung der Immobilisierungs-
effizienz durch die UPR-Aktivierung nicht erreicht werden konnte. Im Gegensatz dazu
wurden von Flolp 104 AS zur Verankerung eingesetzt, was eine drastische Verkiirzung des

nativen Proteins (1.536 AS) darstellte (Breinig et al., 2006; Teunissen et al., 1993). Durch
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diese deutliche Modifikation der Sequenz konnte das Ankerprotein eventuell noch nicht fiir
die Immobilisierung in S. cerevisiae optimiert gewesen sein, weshalb in den wildtypischen
Stimmen moglicherweise deutlich niedrigere Enzymaktivitéten fiir die Flo1p-Verankerung im
Vergleich zu Cwp2p auftraten und sich eine UPR-Aktivierung forderlich auswirken konnte
(Breinig et al., 2006). Auch Van der Vaart et al (1997) wiesen nach, dass verkiirzte
Versionen von Flolp zur Reduktion der Immobilisierungseffizienz und Aktivitdt einer
a-Galaktosidase fithrten. Bei der Nutzung des Zellwandankerproteins Sedlp in dieser Arbeit,
welches 230 AS umfasste und somit grofer als Cwp2p und die von Breinig et al. (2006)
genutzte Flolp-Version war, lieB sich trotz der im wildtypischen SEY6210-Hefestamm
aufgetretenen hochsten Volumenaktivitidt keine Steigerung durch die konstitutive UPR-
Aktivierung iliber Haclp feststellen, weshalb kein direkter Zusammenhang zwischen der
Ankerldnge von Cwp2p, Sedlp und Flolp und der Haclp-Koexpression abgeleitet werden
kann. In den Experimenten fiihrte die Haclp-Koexpression sogar zur Reduktion der
Volumenaktivititen auf das Niveau der Leervektorkontrolle, was dafiir sprechen konnte, dass
aufgrund der UPR-induzierten ERAD-Aktivierung Fusionsproteine, die keine gesteigerte
Faltung iiber ER-Chaperone erfuhren, von der Degradationsmaschinerie abgebaut wurden.
Dadurch konnten deutlich weniger Fusionsproteine an der Zelloberfliche immobilisiert
werden, was die reduzierten Enzymaktivititen erkldren konnte (Guerfal et al., 2010). Die
konstitutive Expression des UPR-Aktivators Haclp fiihrte in manchen Studien zu
Beeintrachtigungen des Wachstums der S. cerevisiae-Zellen, was auch bei der Haclp-
Koexpression iiber einen 2u-multicopy-Vektor zur EstA-Immobilisierung beobachtet werden
konnte und eventuell eine zusétzliche Einschriankung fiir die Proteinproduktion darstellen
kann (Breinig et al., 2006; Ishiwata-Kimata & Kimata, 2023; Nguyen ef al., 2022). Durch die
Induktion von mildem ER-Stress mithilfe entsprechender Stressstimuli (z. B. Tunicamycin)
konnte die Wachstumsrate der Hefen mit Wachstumsdefekten infolge einer konstitutiven
Haclp-Expression erhéht werden, was sich moglicherweise auch auf die EstA-
Zelloberfldchenexpression positiv auswirken konnte (Ishiwata-Kimata & Kimata, 2023;
Nguyen et al., 2022). Studien zur Haclp-Koexpression in P. pastoris mit verschiedenen
Proteinklassen zeigten, dass sich die Haclp-induzierte UPR-Aktivierung auf die Expression
mancher Proteine zwar forderlich auswirken kann, die Effekte sich aber von Protein zu
Protein unterscheiden und immer von Neuem evaluiert werden miissen. Beispielsweise
wurden vier heterologe Proteine liber das Agalp-Aga2p-System in P. pastoris mit Haclp
koexprimiert, welches zudem unter der Kontrolle eines konstitutiven oder induzierbaren

Promotors stand. Eine konstitutive Haclp-Koexpression fiihrte hierbei entweder zu keinen
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oder nur geringfiigigen Verbesserungen der Immobilisierungseffizienzen, wogegen die
induzierbare Koexpression von Haclp fiir ein Protein zu einer Steigerung und fiir die drei
weiteren Proteine zu einer Verringerung in der Zellwandverankerung fiihrte (Guerfal et al.,
2010; Jacobs et al, 2008). Anhand weiterer Analysen mit sekretierten Proteinen bzw.
Membranproteinen zeigte sich, dass eine konstitutive Haclp-Expression meist nur geringe
bzw. keine Effekte auf die Expressionslevel hatte und die induzierbare Haclp-Expression
entweder zu Erhohungen oder Verringerungen der Expressionslevel der Proteine fiihrte
(Guerfal et al., 2010). Demnach koénnte sich eine iiber einen induzierbaren Promotor
regulierte Haclp-Expression moglicherweise forderlich auf die EstA-Immobilisierung
auswirken, was jedoch weiterer Untersuchungen bedarf. Neben dem eigentlichen Enzym,
welches zu unterschiedlichen Ergebnissen bei einer Haclp-Koexpression fithren kann, scheint
zudem auch das Ankerprotein eine mallgebliche Variable fiir die Haclp-induzierte Steigerung
der Oberflichenimmobilisierung zu sein.

Aufgrund der ausgebliebenen Aktivititssteigerung der EstA in S. cerevisiae durch die
Aktivierung der gesamten UPR {iber die konstitutive Haclp-Expression, die moglicherweise
zu Beeintrichtigungen der ER-Homoostase fiihrte, sollten die Effekte einzelner
ER-Chaperone auf die Immobilisierungseffizienz untersucht werden, welche infolge einer
UPR-Aktivierung hochreguliert werden (Chapman et al., 1998; Travers et al., 2000). Eines
der getesteten Chaperone stellt Erolp dar, das als ER-residente Thioloxidase an der
oxidativen Proteinfaltung beteiligt und im Zusammenspiel mit der Proteindisulfidisomerase
Pdilp fiir die Ausbildung von Disulfidbriicken zustdndig ist (Frand & Kaiser, 1998; Kim
etal., 2012; Pollard et al., 1998; Sevier & Kaiser, 2008). Eine zentrale Rolle bei der
Regulation der UPR spielt das Hsp70-Chaperon BiP/Kar2p, welches fehlgefaltete Proteine in
einem faltungskompetenten Zustand hélt. Bei ER-Stress dissoziiert es von seinem
Interaktionspartner Irelp, was die Haclp-induzierte UPR-Aktivierung ermdglicht, die
wiederum eine verstirkte KAR2-Expression auslost (Kimata et al., 2007; Nikawa et al., 1996;
Okamura et al., 2000; Rose et al., 1989). Die Pdilp-Expression wird ebenfalls infolge von
ER-Stress hochreguliert, da dieses Enzym den Transfer von durch Erolp generierten
Disulfidbriicken auf Zielproteine katalysiert. Hierbei ist Pdilp fiir die Feedback-Regulation
von Erolp iiber Redoxreaktionen verantwortlich, wodurch die ER-Homoostase aufrecht-
erhalten wird (Cox et al., 1993; Frand & Kaiser, 2000; Kim et al., 2012; Mori et al., 1998;
Travers et al., 2000).

Die Effekte der Koexpression der drei ER-Chaperone Erolp, Kar2p und Pdilp auf die

Zelloberflaichenimmobilisierung der Fusionsproteine aus EstA und Cwp2p bzw. Sedlp
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wurden in den S. cerevisiae-Staimmen BY4742, S86¢c und SEY6210 untersucht. Aufgrund der
ausschlieBlichen Verfiigbarkeit der Chaperone im Gateway-Expressionsvektor pBG1805,
welcher tiiber einen URA3-Selektionsmarker und einen induzierbaren GALI-Promotor
verfiigte, wurden die EstA-Fusionskonstrukte mithilfe des pYX242-Vektors koexprimiert.
Eine erwartete Erhohung der EstA-Volumenaktivitit durch eine Chaperon-induzierte
Steigerung der Proteinbiosynthese konnte in keinem der Hefestimme beobachtet werden,
wobei die Volumenaktivititen sogar auf das Niveau der Leervektorkontrolle sanken
(s. Abb. 32 A, ¢). In verschiedenen Studien konnte dagegen eine Erhohung der Produktion
von heterologen Proteinen in S. cerevisiae und P. pastoris durch die Koexpression von
ER-Chaperonen nachgewiesen werden. Insbesondere die Chaperone Kar2p und Pdilp
konnten erfolgreich zur Verbesserung der Expression von Antikorper-Fragmenten beitragen
(Gasser et al., 2006, 2007; Gasser & Mattanovich, 2007; Shusta et al., 1998, 2000). Aber auch
die Sekretion anderer Enzyme, wie z. B. einer B-Glukosidase, Endoglukanase und a-Amylase
konnte verbessert werden. Hierbei wurde demonstriert, dass die Pdilp auch die Sekretion der
Endoglukanase CelA aus C. thermocellum und einer B-Glukosidase aus Pyrococcus furiosus,
welche keine Disulfidbriicken besitzen, erhohen konnte (Alzari et al., 1996; Smith et al.,
2004; Tang et al., 2015). Durch die Koexpression von Kar2p und Pdilp konnte aullerdem
auch die Immobilisierungseffizienz unterschiedlicher Antikorper-Fragmente {liber das Agalp-
Aga2p-System gesteigert werden (Mei et al., 2019; Rakestraw & Wittrup, 2006). Im
Gegensatz dazu konnten Wentz & Shusta (2007) fiir das ,,Surface Display“ von
scFv-Antikorperfragmenten (,,single chain fragment variable®) feststellen, dass die
Koexpression der ER-Chaperone Kar2p und Pdilp zwar zu einer gesteigerten Sekretion des
Antikorper-Fragments ohne fusionierten Zellwandanker fiihrte, jedoch wurde die Sekretion
und Oberflichenimmobilisierung der Fusionskonstrukte mit Aga2p nicht verstirkt.
Dementsprechend wurde vermutet, dass eine iiber die Koexpression der ER-Chaperone Kar2p
und Pdilp erhohte Sekretion des unfusionierten Proteins nicht zwingend zur Erhéhung der
Displayeffizienz des Fusionsproteins fiihrt. Die sekretorische Prozessierung konnte durch die
Fusion mit dem Zellwandankerprotein Aga2p verdndert worden sein, was die Effekte der
Uberexpression von ER-Chaperonen maskieren bzw. unterbinden kénnte (Wentz & Shusta,
2007). Fiir Erolp konnte demonstriert werden, dass die Koexpression zu einer Verbesserung
der Immobilisierungseffizienz eines ,,single-chain T-Zellrezeptors* (,,scTCR*) fiihrte (Wentz
& Shusta, 2007). Auch bei der Verankerung verschiedener Zellulasen iiber Aga2p konnten
Veranderungen in der Proteinprozessierung durch das Zellwandankerprotein im Vergleich zu

den sekretierten Enzymen festgestellt werden. Somit konnen unterschiedliche Kombinationen
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aus ER-Chaperon, zu immobilisierendem Protein und Zellwandanker unterschiedliche
Auswirkungen auf die Displayeffizienzen besitzen (Tang et al., 2017; Wentz & Shusta, 2007).
Weitere Studien zeigten fiir die Proteinproduktion heterologer Proteine, dass sich eine
Koexpression von ER-Chaperonen nicht unbedingt forderlich auf die Expression auswirken
muss und die Effekte von den Eigenschaften der Proteine, wie z. B. dem Vorhandensein von
Disulfidbriicken oder Glykosylierungsstellen, abhdngen (Butz et al., 2003; Harmsen et al.,
1996; Hou et al., 2012; Smith et al., 2004; Tang et al., 2015). Dies spricht dafiir, dass sich die
Effekte der Koexpression von ER-Chaperonen auch nachteilig auf die Proteinsekretion bzw.
Zelloberflaichenimmobilisierung auswirken kénnen und von Fall zu Fall neu bewertet werden
miissen (Guerfal ef al., 2010). Die Chaperon-induzierte Steigerung der Proteinbiosynthese
mithilfe von Erolp, Kar2p und Pdilp schien sich — ebenso wie die Haclp-induzierte
UPR-Aktivierung — nicht zur Optimierung der EstA-Zellwandverankerung iiber Cwp2p und
Sedlp zu eignen, was auch auf den Eigenschaften des Enzyms beruhen konnte. Wie zuvor
beschrieben, sind die Eigenschaften der Fusionspartner des Fusionsproteins mafigeblich fiir
den Erfolg der Chaperone verantwortlich. Die genaue Struktur der EstA aus B. gladioli wurde
bisher noch nicht kristallografisch aufgekldrt, wodurch strukturelle Besonderheiten, wie
beispielsweise Disulfidbriicken innerhalb des Proteins, identifiziert werden konnten. Dies
konnte sich zukiinftig als hilfreich fiir die Auswahl weiterer Chaperone zur Koexpression
erweisen. Auerdem kdnnte die Koexpression von ER-Chaperonen mit der EstA, welche tliber
keinen fusionierten Zellwandanker verfiigt, untersucht werden, um Effekte auf die Expression
des Enzyms ohne Fusionspartner ndher zu beleuchten und Schliisse liber die Eignung des
Enzyms zur Koexpression mit weiteren ER-Komponenten zur Steigerung der Expression
zichen zu konnen. Eine Koexpression des iiber Agalp-Aga2p verankerten EstA-
Fusionskonstrukts mit ER-Chaperonen konnte zukiinftig ebenfalls analysiert werden, da
entsprechende Systeme teilweise zur erfolgreichen Erhéhung der Immobilisierungseffizienz
von Antikorper-Fragmenten eingesetzt werden konnten, was aber fiir die EstA nochmals neu
betrachtet werden miisste und sich dementsprechend unterscheiden konnte (Mei et al., 2019;
Rakestraw & Wittrup, 2006; Wentz & Shusta, 2007).

Neben den Eigenschaften des Enzyms als Ausloser flir die ausgebliebene Steigerung der
Immobilisierungseffizienz konnte die Koexpression der Chaperone zu verstirktem Stress im
ER gefiihrt haben, wodurch die ER-Faltungskapazitit liberstiegen, die Produktivitit der
Zellen reduziert und die Degradation von akkumulierten EstA-Fusionsproteinen initiiert
wurde, was sich in den verringerten Volumenaktivitidten im EstA-Assay dullerte (Hou ef al.,

2012). Moglicherweise konnten die Fusionsproteine zwar weiterhin produziert werden, jedoch
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konnten auch Beeintrachtigungen des Transports zur Zellwand aufgetreten sein. Zusitzlich
konnten infolge des ER-Stresses fehlprozessierte Fusionsproteine in die Zellwand eingebaut
worden sein, was auch zur Verringerung der Enzymaktivititen auf der Zelloberfldche fiihren
konnte (Krysan, 2009). Verdanderungen der Zellwandzusammensetzung konnten auch auf die
Beteiligung von ER-Stress zuriickgefiihrt werden, was sich in der Verdnderung der Bio-
synthese von Zellwandkomponenten und somit auch in variablen Anteilen verschiedener
CWPs in der Zellwand duBern kann (Scrimale et al., 2009). Dies konnte zusitzlich dazu
beitragen, dass in den vorliegenden Experimenten nur noch eine reduzierte EstA-Aktivitét bei
gleichzeitiger Chaperon- oder Haclp-Koexpression beobachtet werden konnte. Weiterfiihrend
konnte ein gestorter Proteintransport durch die Koexpression von Proteinen aus S. cerevisiae
untersucht werden, welche in nachfolgende Prozesse, wie z. B. den Golgi-Vesikeltransport
involviert sind. Fiir die Koexpression der Vertreter Cog6p, Coylp und Imhlp zeigte sich eine
Erhohung der Produktion von heterologen Antikdrperfragmenten in P. pastoris, was weitere
potenzielle Versuchsansitze er6ffnen konnte (Gasser et al., 2007; Hou et al., 2012). Auch fiir
das ,,Surface Display* von Zellulasen iiber das Agalp-Aga2p-System konnte eine Erhohung
der Verankerungseffizienz durch die Koexpression verschiedener Komponenten des
ER-Golgi- und Golgi-Plasmamembran-Vesikeltransports erzielt werden (Tang et al., 2017).

Ein weiterer Faktor, welcher moglicherweise bei der Durchfiihrung der jeweiligen
Experimente zu Einschriankungen gefiihrt hat, war die Wahl des Vektors fiir die Expression
der Fusionskonstrukte. Aufgrund der ausschlieBlichen Verfiigbarkeit der ER-Chaperone im
pBG1805-Vektor, welcher den URA3-Selektionsmarker besall, wurden die EstA-
Fusionskonstrukte im pY X242-Vektor iiber einen 7P/-Promotor koexprimiert. Bereits in den
vorangegangenen Experimenten konnten in diesem Vektor niedrigere Volumenaktivititen im
Vergleich zum pFB2-Ausgangsvektor mit PGK/-Promotor nachgewiesen werden, was
wahrscheinlich auf eine niedrigere Expression durch die verdnderte Kombination aus
Promotor und Terminator im Expressionsvektor zuriickzufiihren war und verringerte

Aktivititen bedingte.

Analyse der EstA-Expression durch Variationen der transkriptionellen Regulation

Aufgrund der teilweise drastischen Unterschiede in den Immobilisierungseffizienzen der
N-terminalen Fusionskonstrukte mithilfe der Expressionsvektoren pFB2 und pY X242 wurden
die Einfliisse verschiedener Kombinationen aus konstitutiven Promotoren und Terminatoren
auf die Zellwandverankerung untersucht, um eine bestmogliche Steigerung der EstA-

Immobilisierungseffizienz zu erzielen. Die Wahl des Promotors spielt im YSD eine
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ausschlaggebende Rolle fiir die effiziente Genexpression eines Fusionskonstrukts. Meistens
werden starke, konstitutive Promotoren mit stabilen Transkriptionsstirken, wie z. B. PGK1,
TDHI-3 oder TEF1 eingesetzt, da die Promotoren der Zellwandankerproteine oft niedrigere
Transkriptionsstiarken zeigen bzw. wachstumsphasenabhéngig aktiv sein konnen (Andreu &
Li del Olmo, 2018; Gatignol et al., 1990; He et al., 2023; Holland & Holland, 1980; Kim
etal.,, 2015; Ogden et al., 1986; Peng et al., 2015). Mithilfe komparativer Studien zur
Untersuchung der Transkriptionsstirken verschiedener Promotoren konnten bereits
Biosynthese-Pathways in S. cerevisiae optimiert werden (Gao et al., 2020; He et al., 2023;
Sun et al., 2012). Ebenso beeinflussen Terminatoren die Genexpression in Hefen, wobei ihr
Effekt auf die Transkriptionseffizienz in der synthetischen Biologie bisher deutlich seltener
im Fokus von Untersuchungen lag. Sie sind in die Prozessierung, Stabilitdt und Translations-
effizienz der mRNA involviert und kénnen die Proteinproduktion mafBgeblich beeinflussen
(Curran et al., 2013; Yamanishi et al., 2013). Meist werden fiir die Genexpression zu den
Promotoren korrespondierende Terminatoren ausgewéhlt, jedoch konnten in einer
genomweiten Analyse von tiiber 5000 Terminator-Regionen in S. cerevisiae mehrere
Terminatoren identifiziert werden, die im Vergleich zum oft genutzten PGKI-Terminator zu
einer Detektion erhohter Fluoreszenzintensititen eines GFP-Reporterproteins fiihrten
(Matsuyama, 2019; Yamanishi et al., 2013). Aullerdem konnte festgestellt werden, dass eine
Nutzung von starken Terminatoren mit starken Promotoren nicht zwingend zu einer
drastischen Erhohung der Proteinproduktion fiihren muss und dass durch eine Paarung eines
starken Terminators mit schwiicheren Promotoren deutlichere Anderungen in der Expression
von Fluoreszenzproteinen beobachtet werden konnten (Curran ef al., 2013; Matsuyama, 2019;
Wei et al, 2017). Bisher wurde keine Veroffentlichung zum Vergleich der Effekte
unterschiedlicher Paarungen aus konstitutiven Promotoren und Terminatoren auf die
Zellwandimmobilisierung publiziert, die eine grolere Anzahl an Promotoren und
Terminatoren umfasst. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die Expressions-
analyse der Zellwandverankerung der liber Cwp2p immobilisierten EstA in Abhédngigkeit von
19 konstitutiven Promotoren und sechs Terminatoren durchgefiihrt. Zu Beginn wurden die
Effekte der konstitutiven Promotoren in Kombination mit dem 7DHI-Terminator auf die
EstA-Immobilisierung im BY4742-Stamm untersucht. Fiir die beiden Promotoren CCW12
und H7B2 konnten in Kombination mit dem 7DHI-Terminator im 2u-multicopy-Plasmid
pYTKO83 die hochsten Volumenaktivititen festgestellt werden, weshalb diese Promotoren
zur Analyse mit fiinf weiteren Terminatoren eingesetzt wurden, was aber zu keiner

zusétzlichen Erhohung der Enzymaktivititen fithrte. Durch die Expression der Fusions-
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konstrukte im S86c¢c-Stamm, in welchem bereits bei der Untersuchung der N-terminalen
Zellwandverankerung iiber den pFB2-Vektor hohere Volumenaktivitdten auftraten, konnte die
Zelloberflaichenimmobilisierung der EstA weiter gesteigert werden. Die hochste Volumen-
aktivitdt des ,,EstA-CWP2“-Fusionskonstrukts von 3.247,5 mU/ml konnte fiir die Paarung aus
dem CCW12-Promotor und TDH-Terminator erzielt werden, was sich in dieser Arbeit als die
effizienteste Kombination aus Expressionsstamm und -konstrukt fiir die Cwp2p-verankerte
EstA erwies (s. Abb. 32 B).

Die Expressionsanalyse wurde mithilfe eines flir S. cerevisiae kodonoptimierten
,,EstA-CWP2“-Konstrukts durchgefiihrt, um zusitzlich eine weitere Erhohung der Immobili-
sierungseffizienz durch die Kodonoptimierung der bakteriellen EstA-Sequenz zu erreichen,
was sich bereits als hilfreich fiir die heterologe Produktion und das YSD von Fremdproteinen
erwiesen hat (Bucarey et al., 2009; Chen et al., 2011; Gustafsson et al., 2004; He et al., 2015;
Lanza et al., 2014; Tuller et al., 2010). Aufgrund des Fehlens einer Leervektorkontrolle im
Kit wurde als Referenz die Volumenaktivitit des im pFB2-Vektor unter der Kontrolle des
PGKI-Promotors und -Terminators exprimierten Fusionskonstrukts herangezogen, welches
nicht kodonoptimiert war. Sowohl der Austausch des PGKI-Terminators durch einen
TDHI-Terminator als auch die Kodonoptimierung und das unterschiedliche Vektorriickgrat
fihrten zu keiner deutlichen Verdnderung der Volumenaktivitit, weshalb diese als
Anhaltspunkt fiir den Vergleich der unterschiedlichen Volumenaktivitdten genutzt wurde. Ein
direkter Vergleich mit den Ergebnissen, die zuvor tiber die Expression mithilfe des pY X242-
Vektors erhalten wurden, war nicht moglich, da der entsprechende 7PI-Promotor und
-Terminator des pYX242-Vektors nicht im Klonierungskit enthalten war. Fiinf der 19
getesteten Promotoren fiihrten im BY4742-Stamm in Kombination mit dem
TDHI-Terminator zu EstA-Volumenaktivititen, die um einen Faktor von ca. 1,0-1,9 niedriger
waren als die des PGKI-Promotors. Durch die Nutzung der restlichen Promotoren konnte die
EstA-Volumenaktivitit bis zu einem Faktor von 1,68 gesteigert werden. In Studien zur
Nutzung unterschiedlicher Signalsequenzen zur Zelloberflichenimmobilisierung einer
B-Glukosidase aus 4. aculeatus liber Sed1p wurden ebenfalls drei konstitutive Promotoren
und ein SAGI-Terminator getestet, wobei die Genkassetten dort ins Genom von S. cerevisiae
integriert wurden. Hierbei zeigten sich je nach Signalsequenz und Promotor deutliche
Unterschiede in den Enzymaktivititen. Die Kombination aus SEDI-Signalsequenz und
-Promotor zeigte die hochste Aktivitdit. Fir die dort untersuchten 7DH3- und
PGKI-Promotoren konnten deutlich niedrigere Aktivitdten bestimmt werden, wohingegen nur

fiir eine der untersuchten Signalsequenzen in Kombination mit dem 7DH3-Promotor eine zum
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SEDI-Promotor dhnliche Enzymaktivitit detektiert wurde (Inokuma et al., 2014, 2016). Fiir
eine P-Glukosidase aus 4. miger konnte hingegen eine hohere Sedlp-Immobilisierungs-
effizienz fiir den TDH3-Promotor im Vergleich zum SED/-Promotor detektiert werden, wobei
sich der Aufbau der Expressionskonstrukte zusdtzlich in Signal- und Terminatorsequenzen
unterschied (Inokuma et al., 2014; Zhang et al., 2019). Einen direkten Vergleich mit den in
dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen fiir die Zellwandverankerung der EstA mithilfe
unterschiedlicher Promotoren lisst dies nicht zu, da neben der Variation des Signalpeptids,
des Enzyms, des Ankerproteins sowie des Terminators auch die Genomintegration der
Genkassetten zu Unterschieden in den Immobilisierungseffizienzen fiihren konnen. Daraus
kann gefolgert werden, dass sich Promotoren in Kombination mit verschiedenen
Signalsequenzen und Terminatoren fiir die Oberflachenexpression von Fremdproteinen
unterschiedlich eignen kénnen und die Kombinationen von Fall zu Fall neu evaluiert werden
sollten, um hohe Expressionslevel zu garantieren (Inokuma et al., 2016; Kajiwara et al., 2020;
Mori et al., 2015). Die hier genutzten Promotoren entstammten einem Klonierungskit, mit
welchem zur Charakterisierung der Promotorstirken eine Analyse mit drei Fluoreszenz-
reporterproteinen durchgefiihrt wurde. Die Transkriptionsstérke des einzelnen Promotors war
dort fiir alle Reporterproteine gleich, weshalb sie unabhidngig von der zu kodierenden Sequenz
sein sollte und eine relative Einstufung der Promotoren nach Transkriptionsstirke ermdglichte
(Lee et al., 2013, 2015). Zum Teil konnten fiir die EstA-Zelloberflichenimmobilisierung
mittels Cwp2p &dhnliche Einstufungen der Promotoren anhand der Transkriptionsstirken
beobachtet werden, jedoch traten Abweichungen fiir viele Promotoren auf, die teilweise durch
die biologische Varianz zwischen den analysierten Transformanten erkldrt werden kdnnen.
Dennoch konnten im Vergleich zu vorangegangenen Experimenten mithilfe der Promotoren
PGKI und TEFI, die im Kit zu den Promotoren mit den hochsten Transkriptionsstirken
zéahlen, keine Erhohungen der EstA-Volumenaktivititen nachgewiesen werden. Infolge einer
Expressionsanalyse des LacZ-Reporterproteins mithilfe mehrerer Promotoren traten ebenfalls
abweichende Einstufungen fiir die Promotoren 7EFI, PGKI und TDH3 auf. In dieser Studie
wurden die Genkassetten als Unterschied ins Genom integriert, um eine konstante Kopienzahl
zu erhalten, was im Vergleich zur Expression iiber multicopy-Plasmide zu weiteren
Abweichungen flihren kann (Da Silva & Srikrishnan, 2012; Partow et al., 2010). Auch in
Studien zur Klassifizierung der Transkriptionsstirke unterschiedlicher Promotoren mit ihren
zugehorigen Terminatoren in einem 2p-Plasmid mithilfe eines GFP-Reporterproteins traten
wiederum abweichende Einstufungen der Transkriptionsstirken auf, die sich fiir die

Expression des LacZ-Reporters auch reproduzieren lieBen (Sun et al., 2012). Zusitzlich
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konnte festgestellt werden, dass sich Transkriptionsstirken in Abhédngigkeit der Wachstums-
phasen der Hefen, der Kohlenstoffquelle und von Stresssituationen variabel verdndern konnen
(Peng et al., 2015; Xiong et al., 2018). Die Transkriptionsstirken der Promotoren kdnnen sich
zwischen verschiedenen experimentellen Bedingungen und Wachstumskonditionen unter-
scheiden, was moglicherweise zu individuellen Variationen in den Expressionsstdrken von
Genen fiihrt und direkte Vergleiche nur bedingt zulésst (Apel et al., 2017; Partow et al., 2010;
Sun et al., 2012; Tang et al., 2020). Demnach kann anhand der Transkriptionsstirke eines
Promotors nicht zwingend auf eine entsprechende Steigerung der Immobilisierungseffizienz
im ,,Surface Display* geschlossen werden, weshalb sich Promotoren insbesondere in
Kombination mit verschiedenen Terminatoren unterschiedlich fiir jedes zu immobilisierende
Fusionsprotein eignen konnen. Eine Einstufung von Promotoren nach ihrer Transkriptions-
starke hiangt damit stark von den Versuchsbedingungen ab. Weitere Faktoren, wie z. B. die
Lange des Transkripts bzw. des translatierten Polypeptids sowie der Faltungszustand konnten
die Proteinmenge beeinflussen, was die Unterschiede zwischen den oftmals zur
Klassifizierung der Promotoren eingesetzten Fluoreszenzreporterproteinen und zellwand-
verankerten Fusionsproteinen erklaren konnte (Lee et al., 2013, 2015).

Zusitzlich zu den durch die Promotoren bedingten Unterschiede in den Immobilisierungs-
effizienzen des ,,EstA-CWP2“-Fusionskonstrukts in Kombination mit dem TDHI-Terminator
konnte durch den Austausch mit fiinf weiteren Terminatoren (ADHI, ENO2, SSA1, PGKI und
ENOI) eine Verringerung der entsprechenden Volumenaktivititen im BY4742-Stamm
beobachtet werden. Fiir den CCWI2-Promotor traten um 10-20 % niedrigere Volumen-
aktivititen auf, wohingegen die Verringerung fiir den H7B2-Promotor mit ca. 50 % deutlich
starker ausfiel. Somit scheint die Expression iiber den CCW12-Promotor trotz des Wechsels
der Terminatoren deutlich weniger schwankend zu sein als fiir den H7B2-Promotor, was auf
eine stabilere Transkriptionsstirke des CCWI2-Promotors iiber ein breiteres Spektrum an
Terminatoren hindeutet. Die Paarung mit dem 7DH-Terminator zeigte sich hingegen fiir den
HTB2-Promotor als optimale Kombination und die Variation der Terminatoren fiihrte zu
keiner weiteren Erhohung der N-terminalen EstA-Immobilisierungseffizienz. Auch hier
wurden im Vergleich zu den Terminatoren des verwendeten Klonierungskits Abweichungen
in der Einstufung der Terminatorstirke festgestellt. Da die dort untersuchten Fluoreszenz-
proteine nicht unter der Kontrolle der CCW12- und HTB2-Promotoren standen und nicht in
einer zellwandverankerten Form in S. cerevisiae exprimiert wurden, lieB dies ebenfalls keinen
direkten Vergleich zwischen den Terminatorstirken zu (Lee et al., 2013). Bei der Unter-

suchung verschiedener Terminatoren zur Modulierung der Expression von fluoreszenten
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Reportergenen konnten ebenfalls Unterschiede zwischen den Transkriptionsstirken in
Kombination mit mehreren Promotoren festgestellt werden. Hierbei wurden die Unterschiede
durch Modifikationen der Terminatoren in ihren Sequenzen sowie durch abweichende
Sequenzldngen erklart, was einer der moglichen Faktoren fiir die Variation in den Mengen an
produziertem Protein sein konnte (Curran et al., 2013; Yamanishi et al., 2013). Zusétzlich
wurde auch die Verwendung anderer Fluoreszenzproteine und Promotoren als Ausloser
angeflihrt, wohingegen in anderen Studien eine Unabhédngigkeit der Terminatorstirke von
Promotoren und der zu kodierenden Sequenz postuliert wurde (Curran et al., 2013; Ito et al.,
2013; Matsuyama, 2019; Wei et al., 2017; Yamanishi et al., 2013). Fiir das Zusammenspiel
zwischen Promotoren und Terminatoren zur Regulation der Genexpression konnte ein nicht-
lineares Verhalten beobachtet werden, bei dem die Kombination aus einem starken Promotor
und Terminator nicht unbedingt zu einer verstarkten Erh6hung der Genexpression fiihrte. Die
Kombination aus einem Promotor mit niedrigerer Transkriptionsstirke und einem Terminator
mit hoher Terminationsstérke brachte hingegen im Verhéltnis eine deutlichere Steigerung der
Fluoreszenzintensititen des Reporterproteins mit sich (Curran et al., 2013; Wei et al., 2017).
Ein entsprechendes Verhalten konnte in dieser Arbeit nicht beobachtet werden, da nur die
zwel Promotoren, die sich zuvor zusammen mit dem 7DHI-Terminator am effizientesten fiir
die Zelloberflichenimmobilisierung der EstA iiber Cwp2p erwiesen haben, mit fiinf weiteren
Terminatoren getestet wurden. AuBlerdem trat dieser Effekt auch nicht fiir die Kombination
aus dem REVI-Promotor mit der niedrigsten Transkriptionsstirke und dem hier als am
effizientesten eingestuften 7DH-Terminator auf, da fiir diese Paarung statt einem steigernden
Effekt auf die EstA-Volumenaktivitit eine Reduktion um ca. 50 % detektiert wurde. Fiir die
Klassifizierung von Promotoren nach Transkriptionsstérken, die wie bereits zuvor erwéhnt je
nach Verdffentlichung variieren konnen, scheinen Terminatoren maligeblich fiir die
jeweiligen Transkriptionsstirken mitverantwortlich zu sein. Dies konnte die zuvor
beschriebenen Expressionsunterschiede zwischen den genutzten Promotor-Terminator-
Kombinationen innerhalb dieser Arbeit (pFB2- und pYX242-Vektor) sowie im Vergleich zu
anderen VeroOffentlichungen erkliren und macht eine individuelle, versuchsabhingige
Untersuchung dieser Paarungen fiir die Zelloberflichenexpression notig (Curran ef al., 2013;
Da Silva & Srikrishnan, 2012). Zusitzlich zeigte sich auch hier, dass durch die Expression des
Fusionskonstrukts unter der transkriptionellen Kontrolle des CCWI2-Promotors und des
TDHI-Terminators im S86c-Stamm die EstA-Volumenaktivitit weiter erhoht werden konnte.
Dies ldsst sich moglicherweise auf die zuvor erwéhnte stabilere Verankerung der EstA {iber

Cwp2p in der Hefezellwand dieses Stamms zuriickfiihren und deutet auf eine vom
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Expressionskonstrukt unabhidngige, verbesserte FEignung des S86c¢-Stamms flir die
Oberflachenexpression von zellwandverankerten Fusionsproteinen hin. Weiterfiihrende
Untersuchungen konnten aufgrund der aufgetretenen Variationen andere Kombinationen aus
Promotoren und Terminatoren in weiteren Hefestimmen analysieren, die nicht im genutzten
Klonierungskit enthalten sind und potenziell zu einer Erh6hung der EstA-Immobilisierungs-
effizienz auch in Kombination mit weiteren Zellwandankerproteinen (Sed1p, Saglp) fiithren
konnten. Hierzu wiirden sich neben induzierbaren auch weitere konstitutive Promotoren
anbieten. Beispielsweise konnten auch Ankerprotein-spezifische Promotoren untersucht
werden, die in Kombination mit dem zugehorigen Zellwandanker bereits zu einer effizienten
Zellwandimmobilisierung fiihrten (Inokuma et al., 2014, 2016). Zusitzlich kdnnten auch
kiinstlich hergestellte Promotoren verwendet werden, die im Vergleich zum oft eingesetzten
TDH3-Promotor durch die Addition von Intronsequenzen hohere Expressionsstirken einer
Luciferase bedingten (Hoshida et al., 2017). Synthetisch hergestellte Terminatorsequenzen,
die deutlich kiirzere Sequenzlingen als die herkdmmlich eingesetzten Terminatoren
aufweisen, konnten erfolgreich zur Steigerung der heterologen Proteinproduktion eingesetzt
werden, womit sie sich ebenfalls zur weiteren Analyse der Oberflaichenexpression eignen
wiirden (Curran et al., 2015). Die Nutzung verschiedener Terminatoren erwies sich in dieser
Arbeit neben der Wahl des Promotors als weitere Stellschraube zur Optimierung der
Expression von Fusionskonstrukten im ,,Surface Display” und zeigt ebenfalls die grofBe
Varianz auf, die durch die Modifikation einzelner Komponenten in Expressionssystemen
erreicht werden kann. Eine vergleichende Studie, die die Einfliisse von Elementen der
Genexpression auf das ,,Surface Display” von unterschiedlichen Proteinen in S. cerevisiae
nidher beleuchtet, ist bisher nicht verfiigbar, weshalb durch die Analyse der
Oberflachenimmobilisierung der EstA iiber den Zellwandanker Cwp2p die Auswirkungen von
Promotoren und Terminatoren erstmalig auf die EstA-Verankerungseffizienz aufgezeigt und
eine Verbesserung der Zellwandverankerung erzielt werden konnte. Die Verfligbarkeit
entsprechender Studien konnte zukiinftig deutlich zunehmen, da das hier genutzte modulare
Klonierungskit inzwischen um neue Komponenten, wie z. B. mehrere Signalsequenzen und
Zellwandankerproteine, erweitert und erfolgreich eingesetzt werden konnte (O’Riordan ef al.,
2024).

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit eine Vielzahl an neuen Erkenntnissen iiber die
Zellwandimmobilisierung der bakteriellen EstA aus B. gladioli in Hefen gewonnen werden.
Neben der Erweiterung der N-terminalen Verankerung iiber die beiden GPI-verankerten

Zellwandproteine Saglp und Sedlp konnte auBerdem erstmalig eine C-terminale
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Immobilisierung der EstA mithilfe des Agalp-Aga2p-Systems in S. cerevisiae erreicht
werden. Hierbei zeigte sich, dass jede Komponente des gesamten Expressionssystems
essenziell fiir die Immobilisierungseffizienz der EstA ist und bereits kleinste Verdnderungen
zu drastischen Unterschieden in der Zellwandverankerung fiihren konnen. Neben den
Signalsequenzen zum ER-Import und den Zellwandankerproteinen stellt die Wahl des
Expressionsvektors sowie des -stamms in unterschiedlichen Hefegattungen eine wichtige
Komponente dar, die den Erfolg der Zellwandimmobilisierung maf3geblich beeinflussen kann.
Die Wahl der zur Expression der Fusionskonstrukte genutzten Promotoren und Terminatoren
fiihrt dariiber hinaus zu starken Variationen in den Immobilisierungsetfizienzen, die durch
individuelle Testungen fiir jedes zu immobilisierende Protein weiter gesteigert werden
konnen. Weitere Optimierungsstrategien, wie die Expression in Hefestimmen mit Zellwand-
mutationen, die Modifikation mit Linkersequenzen oder die Koexpression von Komponenten
der UPR bzw. ER-Faltungsmaschinerie erbrachten fiir die Zellwandverankerung der EstA
keine Erh6hung der Immobilisierungseffizienz. Diese Ansdtze konnen sich jedoch situativ fiir
die Immobilisierung anderer Proteine eignen und miissen von Fall zu Fall neu evaluiert
werden. Im Verlauf dieser Arbeit konnte flir die N-terminale Zellwandverankerung der EstA
iiber den Zellwandanker Cwp2p in S. cerevisiae durch unterschiedliche Optimierungsansétze
eine Steigerung der Volumenaktivitit um einen Faktor von ca. 4,1 im Vergleich zum Cwp2p-
verankerten Ausgangskonstrukt erzielt werden. Dies konnte durch die Expression des
Fusionskonstrukts im pYTKO083-Vektor unter der Kontrolle des CCWI2-Promotors und
TDHI-Terminators im S86¢-Stamm erreicht werden. Durch die Analyse weiterer Hefestimme
und Promotor-Terminator-Paarungen konnten zukiinftig auch andere Zellwandankerproteine
untersucht werden, um die Immobilisierungseffizienz noch weiter zu erhohen und auch die
Verankerung von bisher noch nicht auf der Zelloberflaiche von S. cerevisiae immobilisierten

Enzymen néher zu beleuchten.

Zellwandimmobilisierung der EstA iiber Protein-Protein-Interaktion basierte
Verankerungssysteme

Als Alternative zur Verankerung der EstA aus B. gladioli iiber eine direkte Fusion mit einem
Zellwandankerprotein wurden in dieser Arbeit zwei Systeme untersucht, die eine
Enzymimmobilisierung {iber Protein-Protein-Interaktionen ermdglichen sollten. Eine
Komponente wurde hierbei iiber ein Zellwandankerprotein in der Hefezellwand verankert,
wohingegen der Interaktionspartner N-terminal mit der EstA fusioniert wurde. Durch eine

Koexpression in Hefen sollte die Immobilisierung der EstA auf der Zelloberfldche erreicht
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werden, indem die Interaktion zwischen den Doménen ausgebildet wird. Ein Austausch der zu
analysierenden Enzymsequenz im Fusionskonstrukt wiirde eine schnelle und einfache

Herstellung weiterer Verankerungssysteme ermoglichen.

Zelloberflichenimmobilisierung durch Kohéasin-Dockerin-Interaktion

Eines der beiden untersuchten Systeme beruhte auf der spezifischen Interaktion von Kohésin-
mit Dockerin-Modulen, welche natiirlicherweise im Zellulosom von mesophilen Bakterien
vorkommen und fiir die Bindung von Zellulasen zum Zelluloseabbau notwendig sind.
Kohisine stellen Bestandteile von nicht-enzymatischen Geriistproteinen dar, welche die
Integration von Zellulasen mit komplementiren Dockerin-Domédnen in den Multienzym-
Komplex ermdglichen (Bayer et al., 2004; Doi & Kosugi, 2004). Diese Art der Interaktion
konnte bereits mehrfach zum ,,Surface Display*“ einzelner Zellulasen oder von Mini-
zellulosomen zur Ethanolproduktion mithilfe von Saglp oder dem Agalp-Aga2p-System in
S. cerevisiae eingesetzt werden (Fan et al., 2012; Ito et al., 2009; Tsai et al., 2009; Wen et al.,
2010).

Zur Etablierung dieses Verankerungssystems zur Immobilisierung der EstA in S. cerevisiae
wurden nach der Veroffentlichung von Ito et al. (2009) die Sequenzen des Kohésins 1 und der
Dockerin Typ 1-Doméne aus C. cellulovorans gewihlt. In den Fusionskonstrukten wurden
initial jeweils nur einzelne statt den dort eingesetzten zwei Kohésin- und Dockerin-Doménen
verwendet, weil hier kein duales Display zweier Enzyme untersucht werden sollte. Fiir die
Fusion der Kohésin-Doméne mit dem Zellwandankerprotein wurde zudem anstatt Saglp der
C-Terminus von Cwp2p verwendet, da die Immobilisierungseffizienz im pFB2-Vektor in den
vorangegangenen Experimenten fiir Cwp2p deutlich hoher war. Das N-terminale
Fusionsprotein aus EstA und Dockerin Typ 1-Domédne wurde im pYX242-Vektor exprimiert,
verfiigte iliber keine inserierte Linkersequenz und sollte in den Extrazellularraum sekretiert
werden. Durch die Koexpression der Fusionskonstrukte sollte die Interaktion der beiden
Doménen auf der Oberfliche von S. cerevisiae erfolgen und die EstA immobilisiert werden,
was mithilfe des fotometrischen EstA-Assays nachgewiesen werden sollte. Weder fiir die
untersuchten Hefestimme noch die zugehorigen Kulturiiberstinde konnte eine Aktivitit in
Form eines Substratumsatzes detektiert werden. Auch fiir die Expression des Systems in
P. pastoris war keine enzymatische Aktivitdt nachweisbar. Dies lieB darauf schlieen, dass
die EstA nicht erfolgreich immobilisiert werden konnte, was vermutlich auf einer nicht
ausgebildeten Interaktion der Kohésin- mit der Dockerin-Domaéne beruhte. Fiir die Interaktion

zwischen Kohédsinen und Dockerinen konnte eine Spezies-Spezifitit nachgewiesen werden,
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fiir die vier spezifische Aminosdurereste innerhalb eines Calcium-bindenden Motivs der
Dockerin-Doméne mafigeblich verantwortlich sind (Mechaly et al., 2000, 2001; Pages et al.,
1997). Einfliisse dieser Spezifitit kdnnen in der vorliegenden Arbeit jedoch als Ausldser fiir
die ausgebliebene Interaktion der Domidnen ausgeschlossen werden, da beide Module
C. cellulovorans entstammten und keine Spezies-spezifischen Probleme in der Interaktion
bestehen diirften. Neben der Spezies-Spezifitit ist die Kohédsin-Dockerin-Interaktion auch von
der Anwesenheit von Calcium abhédngig. Bestimmte Aminosdurereste innerhalb duplizierter
Sequenzen der Dockerine weisen Ahnlichkeiten zum Calcium-bindenden Loop von EF-Hand-
Motiven auf und sind fiir die Calcium-Bindung verantwortlich, welche fiir die Interaktion
beider Doménen miteinander notwendig ist (Bayer et al., 2004; Chauvaux et al., 1990; Craig
et al., 2006; Pages et al., 1997). Die Zugabe des Ca?"-Chelators EDTA fiihrt hingegen zur
Dissoziation der Domédnen voneinander (Beattie et al., 1994; Craig et al., 2006; Demain &
Vaishnav, 2009). Die Addition von Calcium zum Kultivierungsmedium fiihrte in den
Experimenten ebenfalls zu keiner Detektion einer EstA-Volumenaktivitit. In den
verwendeten Medien und Pufferlosungen wurde ebenfalls kein EDTA verwendet, welches die
Interaktion der Doménen durch das Chelatieren des Calciums verhindert hétte. Dies lie3
darauf schlieen, dass moglicherweise nicht die eigentliche Interaktion zwischen der Kohésin-
und Dockerin-Doméne ausblieb, sondern dass eine der beiden Interaktionskomponenten nicht
oder in einer nicht funktionellen Form produziert wurde. Wegen der zuvor erfolgreich
nachgewiesenen Zellwandverankerung der EstA iiber Cwp2p im pFB2-Vektor erschien es
eher unwahrscheinlich, dass die Verankerung des Kohésins iiber Cwp2p nicht funktionell war.
Auch in anderen Studien konnte eine Immobilisierung einer Kohdsin-Doméne aus
C. thermocellum mit Cwp2p ohne Beeinflussung der Proteinfaltung erfolgreich erzielt werden
(Lilly et al., 2009). Dies konnte jedoch nicht genauer iiberpriift werden, da kein spezifischer
Antikorper gegen das verwendete Kohdsin erhiltlich war und das Fusionskonstrukt iiber keine
Tags verfiigte, um potenzielle Einfliisse auf die Konformation und Prozessierung des
verankerten Proteins zu vermeiden. Aufgrund der nicht nachweisbaren Enzymaktivitit des
Fusionsproteins aus EstA und Dockerin im Zelliiberstand war es denkbar, dass dieses
moglicherweise nicht sezerniert wurde und intrazelluldr akkumulierte. Ein immunologischer
Nachweis der Expression war nicht moglich, da keine kommerziell erhéltlichen Antikorper
gegen die EstA und Dockerin-Domine verfligbar waren, was die Markierung einer der beiden
Komponenten des Fusionskonstrukts mit einem Epitop-Tag erforderlich machte. Die
Expressionsanalyse einer V5-getaggten ,,EstA-Dock*“-Version sowie eines Fusionskonstrukts

aus dem Reporterprotein yeGFP und der Dockerin Typ 1-Domidne mittels indirekter
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Immunfluoreszenz und Western Blot erbrachte den Nachweis, dass die Konstrukte weder
intra- noch extrazelluldr detektierbar waren. Das Fusionskonstrukt aus yeGFP und Dockerin
wurde auBlerdem im pFB2-Vektor exprimiert, um potenzielle Einschrinkungen in der
Expression des zuvor genutzten pYX242-Vektors auszuschlieBen. Demnach schien die
ausgebliebene Expression des Fusionskonstrukts auf der Fusion mit der Dockerin-Doméne
begriindet zu sein. Ahnliche Erkenntnisse konnten ebenfalls wihrend der Immobilisierung
synthetischer Zellulosomen gemacht werden, bei welcher die Fusion der Dockerin-Doméne
mit einer B-Glukosidase aus S. fibuligera zu signifikanten Verringerungen der Enzymaktivitit
fiihrte. Es wurde vermutet, dass sich die Enzymstruktur durch die Fusion mit der Dockerin-
Domine aus C. thermocellum veranderte, was moglicherweise die Proteinfaltung und
Zuginglichkeit des katalytischen Zentrums negativ beeinflussen konnte. Die Insertion
natiirlicher Linkersequenzen und die Steigerung der Proteinbiosynthese durch die
Uberexpression spezifischer Komponenten des sekretorischen Pathways fiihrten wiederum zu
einer Erhohung der Sekretion und extrazelluldren Enzymaktivitit (Tang et al., 2018). In
Studien zur Immobilisierung eines aus mehreren Kohdsin-Dominen bestehenden chiméren
Geriistproteins in S. cerevisiae konnte die Verankerung durch die Interaktion mit einem
Fusionsprotein aus einer GFP-Variante und einer Dockerin-Doméne aus C. thermocellum
nicht fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass die verwendeten
Hefen das Dockerin-Fusionsprotein nicht sekretierten, was die Interaktion mit der Kohésin-
Domine des Gertistproteins verhinderte. Der Interaktionsnachweis der Kohédsin-Doménen
konnte dagegen erst nach Inkubation der entsprechenden Hefezellen mit einem in E. coli
produzierten Dockerin-Fusionsprotein erfolgen (Huang et al., 2014; Lilly et al., 2009). Die
Fusion der EstA mit der Dockerin-Domine konnte somit zu einer verdnderten
Proteinprozessierung in S. cerevisiae gefiihrt haben, die eine Degradation des Fusionsproteins
bedingte und sowohl die Sekretion als auch die nachfolgende Interaktion mit der Kohésin-
Doméne in S. cerevisiae verhinderte.

Aus diesem Grund wurde das Fusionskonstrukt aus EstA und Dockerin-Doméne aufgrund des
ausgebliebenen Nachweises in S. cerevisiae zur Expression in E. coli eingesetzt. Nach einer
Affinitdtsaufreinigung wurde das Fusionsprotein zu Interaktionsstudien mit S. cerevisiae-
Zellen verwendet, welche die iiber Cwp2p verankerte Kohésin-Domine exprimierten und
dadurch eine Immobilisierung der EstA ermoglichen sollten. Hierzu wurde das
Fusionskonstrukt mithilfe des pET24a(+)-Vektors im E. coli-Stamm BL21 (DE3) exprimiert,
wodurch es N-terminal mit einem T7-Tag modifiziert wurde. Dies machte die Aufreinigung

iiber eine mit einem monoklonalen T7-Antikorper gekoppelte Sdulenmatrix sowie den
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immunologischen Nachweis mittels Western Blot moglich. Zusitzlich wurde die Expression
und Aktivitdt der in E. coli produzierten EstA untersucht, um die Funktionalitit des Enzyms
unabhingig von Fusionspartnern nachzuweisen. Fiir beide Proteine konnten sowohl Signale
im Western Blot als auch Absorptionszunahmen einer aufgereinigten Elutionsfraktion im
fotometrischen Assay nach IPTG-Induktion detektiert werden, was auf eine erfolgreiche
Produktion der EstA und des Fusionsproteins aus EstA und Dockerin-Domédne in einer
funktionellen Form schlieen lie. Im Western Blot waren bereits schwéchere Signale der
EstA-Konstrukte fiir Bakterienzellen vor IPTG-Induktion ersichtlich, was mit einer basalen
Leckexpression der T7-RNA-Polymerase iiber den im BL21 (DE3)-Expressionsstamm
enthaltenen lacUV5-Promotor erklart werden kann (Du ef al., 2021; Rosano & Ceccarelli,
2014; Studier & Moffatt, 1986). Fiir das Fusionskonstrukt aus EstA und Dockerin-Doméne
war neben dem Signal des Fusionskonstrukts eine Bande mit niedrigerem Molekulargewicht
detektierbar, die mdglicherweise proteolytische Abbauprodukte darstellte. Die affinitéts-
chromatografische Aufreinigung beider Konstrukte anhand des enthaltenen T7-Tags war
ebenfalls erfolgreich und zeigte, dass in der zweiten Elutionsfraktion die grofite Proteinmenge
eluiert werden konnte, weshalb diese Fraktion auch zur weiteren Verwendung (Nachweis des
Substratumsatzes und Interaktionsstudien mit Kohdsin exprimierenden Hefezellen) genutzt
wurde. Die Elution mithilfe eines sauren Elutionspuffers (pH 2,2), dessen pH-Wert mithilfe
eines Neutralisationspuffers auf ca. 6,9 neutralisiert wurde, besal keinen nachteiligen Einfluss
auf die Volumenaktivitit der zellwandverankerten EstA in BY4742. Aus diesem Grund
wurden keine pH-bedingten Auswirkungen auf die Aktivitit der in E. coli produzierten EstA
erwartet und die Proteiniiberstinde wurden zum Aktivitdtsnachweis eingesetzt. Auch hier
konnten analog zum Nachweis mittels Western Blot starke Substratumsitze fiir beide
Proteiniiberstinde vor und nach IPTG-Induktion nachgewiesen werden, was die
Funktionalitdt der EstA und des ,,EstA-Dock*-Fusionsproteins erfolgreich demonstrierte. Eine
genaue Berechnung der Proteinkonzentration mittels BCA-Assay sowie spezifischer
Enzymaktivititen war nicht mdglich, da das Citrat im Elutionspuffer als Chelator fiir
Cu?**-Ionen fungierte und den proteinbasierten Farbnachweis verhinderte, was auch nicht
durch den Wechsel des Puffermediums mithilfe von Zentrifugationseinheiten erreicht werden
konnte. Zur Immobilisierung der EstA durch die Interaktion der Kohésin- mit der Dockerin-
Domine wurde die Inkubation der Kohésin exprimierenden Hefezellen mit dem
aufgereinigten Fusionsprotein aus EstA und Dockerin durchgefiihrt. Fiir keine der
untersuchten Konditionen konnte ein Substratumsatz fotometrisch detektiert werden. Um

einen moglichen Einfluss des Kohisin enthaltenden Fusionskonstrukts auszuschlieBen, wurde
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ein zu Ito et al. (2009) identisches Fusionskonstrukt aus zwei Kohdsin-Doménen und einer
ZZ-Domine 1liber das Agalp-Aga2p-System in S. cerevisiae verankert und mit dem
,EstA-Dock“-Fusionsprotein inkubiert, was jedoch auch zu keinem detektierbaren
Substratumsatz fiihrte. Der Unterschied zwischen den Fusionskonstrukten bestand lediglich
im Zellwandankerprotein und in der Promotor-Terminator-Paarung, da bei Ito ef al. (2009)
Saglp und der UPR-ICL-Promotor mit dem SAGI-Terminator verwendet wurden. Eine
fehlende Expression des Fusionskonstrukts mittels Agalp-Aga2p konnte hier jedoch
ausgeschlossen werden, da die Expression anhand der enthaltenen ZZ-Doméne im weiteren
Verlauf der Arbeit bestitigt werden konnte. Wihrend der Aufreinigung des in E. coli
hergestellten Fusionsproteins sowie der Inkubation mit den die Kohidsin-Modulen
exprimierenden Hefezellen wurde zu keinem Zeitpunkt EDTA eingesetzt, welches mit der
Ca’*-abhingigen Interaktion der beiden Dominen interferiert hitte. Somit schien die
Expression des Fusionsproteins in E. coli zwar zu einer detektierbaren Aktivitdt der EstA zu
filhren, jedoch bestanden weiterhin Einschrinkungen der Dockerin-Domédne in ihrer
Funktionalitdt, was die Interaktion mit der Kohédsin-Domiane auf der Oberfliche von
S. cerevisiae verhinderte und deshalb weitere Optimierungen erforderlich macht.
Dementsprechend konnte in dieser Arbeit eine Immobilisierung der EstA iiber die Kohésin-
Dockerin-Interaktion durch eine Koexpression der Komponenten in S. cerevisiae nicht
nachgewiesen werden, was moglicherweise auf einer Degradation des ,,EstA-Dock®-
Fusionsproteins beruhen konnte. Durch den Wechsel des Expressionswirts konnte zumindest
die Expression und Aktivitit des Fusionsproteins aus EstA und Dockerin in E. coli erreicht
werden, jedoch wurde die Interaktion zwischen der Kohisin- und Dockerin-Doméne
weiterhin nicht ausgebildet.

Die Verankerung verschiedener Enzyme, die in die Reaktion des Zelluloseabbaus involviert
sind, konnte iiber das Display von Minizellulosomen erfolgreich auf der Zelloberfliche von
S. cerevisiae nachgewiesen werden. Dies wurde durch die Koexpression der Komponenten in
S. cerevisiae, die Inkubation mit aufgereinigten Fusionsproteinen aus E. coli und die
Kokultivierung mehrerer Hefestimme, die die notwendigen Komponenten exprimierten,
erreicht (Fan et al., 2012; Huang et al., 2014; Tsai et al., 2009; Wen et al., 2010). Zukiinftige
Experimente konnten als Alternative eine Expression der einzelnen Komponenten in
unterschiedlichen Hefestimmen ndher untersuchen, welche kokultiviert werden, um mogliche
Einschriankungen einer gleichzeitigen Koexpression mehrerer Komponenten auf die einzelnen
Fusionsproteine zu minimieren. Hierzu miisste jedoch zuerst eine Sekretion des Fusions-

proteins aus EstA und Dockerin erreicht werden, was z. B. durch die Insertion von Linker-
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sequenzen oder die Koexpression von ER-Komponenten moglich wire, wodurch Effekte
einer Fusion mit der Dockerin-Domidne auf die Prozessierung des Fusionsproteins niher

beleuchtet werden konnten.

Zelloberflichenimmobilisierung durch ZZ-Fc-Interaktion

Als zweites Verankerungssystem wurde ein auf der Interaktion zwischen einer ZZ-Domine
aus S. aureus und der Fc-Region von IgG-Antikorpern aus H. sapiens beruhendes System
betrachtet. Es nutzt die Eigenschaften der synthetischen Z-Domédne, die einer
IgG-Bindedomédne des Proteins A aus S. aureus nachempfunden wurde und eine
Bindungsaffinitit gegeniiber den Fc-Regionen von IgG-Antikdrpern aus variablen Spezies
zeigt (Cedergren et al., 1993; Nilsson et al., 1987; Shibasaki et al., 2007; Tashiro et al.,
1997). Die Wiederholung zweier identischer Z-Doménen (,,ZZ‘) konnte bereits erfolgreich
zur Immobilisierung von IgG-Antikorpern aus Serumproben, eGFP oder auch Enzymen, wie
z.B. einer Lipase aus R. oryzae oder einer Endoglukanase aus 7. reesei, iiber die
Zellwandankerproteine Saglp oder Flolp eingesetzt werden (Fukuda et al., 2007; Ito et al.,
2009; Katsurada et al., 2021; Nakamura et al., 2001; Shibasaki et al., 2007; Shimojyo ef al.,
2003).

Die Immobilisierung der EstA auf der Zelloberflache von S. cerevisiae sollte in dieser Arbeit
durch die Koexpression zweier Fusionskonstrukte, welche entweder die ZZ-Doméne oder die
Fc-Region des humanen IgG1l-Antikorpers enthielten, erreicht werden. Hierzu wurde das
bereits zum Nachweis der Kohésin-Dockerin-Interaktion untersuchte Fusionskonstrukt nach
Ito et al. (2009), welches aus den Kohésin-Doménen 1 und 2 aus C. cellulovorans sowie der
Z7Z-Doméne aus S. aureus bestand und fiir S. cerevisiae kodonoptimiert wurde, mithilfe des
Agalp-Aga2p-Systems verankert. Die EstA wurde als Fusion mit der nach
Shibasaki et al. (2006) und Ito ef al. (2009) ausgewihlten Fc-Region des humanen IgGl
eingesetzt, die aus den CH2- und CH3-Doménen inklusive ,,hinge*“-Region bestand und fiir
S. cerevisiae kodonoptimiert wurde. In den fotometrischen EstA-Assays konnten keine
Enzymaktivititen fiir die Kotransformanten und Kulturiiberstinde nachgewiesen werden,
weshalb davon ausgegangen wurde, dass entweder die Interaktion der beiden Domédnen
ausblieb oder die beiden Fusionskonstrukte nicht bzw. nicht funktionell hergestellt wurden.
Die Verankerung des Fusionskonstrukts mit ZZ-Dominen iiber das Agalp-Aga2p-System
konnte hingegen in S. cerevisiae erstmalig fluoreszenzmikroskopisch und durchfluss-
zytometrisch nachgewiesen werden. Die Detektion basierte auf den Eigenschaften der

Z7-Doméne, da das urspriingliche Protein A Affinitdten gegeniiber mehreren humanen
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IgG-Klassen (IgG1, IgG2 und IgG4) sowie allen IgG-Klassen aus Hasen zeigt (Kronvall &
Williams, 1969; Lind & Mansa, 1968; Nakamura et al., 2001). Zur Detektion wurde
entsprechend der Veroffentlichung von Ito ef al. (2009) ein aus Hasen stammender primérer
IgG-Antikorper eingesetzt, welcher mithilfe eines FITC-gekoppelten sekunddren Antikorpers
nachgewiesen wurde und eine funktionelle IgG-Bindung sowie die Zellwandverankerung der
ZZ-Domine bewies. Aufgrund des nicht nachweisbaren Substratumsatzes des sekretierten
,EstA-Fc“-Fusionsproteins im Zelliiberstand von S. cerevisiae wurde analog zur Expression
des Dockerin-Doménen tragenden Fusionskonstrukts eine Expression in E. coli inklusive
affinitdtschromatografischer Aufreinigung anhand des T7-Tags durchgefiihrt. Hierbei konnte
die Expression des Fusionsproteins im Western Blot erfolgreich nachgewiesen werden, jedoch
war keine EstA-Aktivitit im fotometrischen Assay detektierbar. Dies verhinderte auch den
Nachweis einer Interaktion zwischen den Doménen nach Inkubation der Hefetransformanten
mit den Proteiniiberstinden und lie keine Aussage dariiber zu, ob eine Interaktion der
Doménen stattfinden konnte. Einen Einfluss des verwendeten Elutionspuffers auf die
Enzymaktivitit konnte bereits zuvor bei den Untersuchungen zur Kohisin-Dockerin
vermittelten Immobilisierung ausgeschlossen werden, weshalb die ausgebliebene
Enzymaktivitdit moglicherweise durch die direkte Fusion der EstA mit der Fc-Region ohne
dazwischen inserierte Linkersequenz negativ beeinflusst wurde. Hierzu konnten zukiinftig
entsprechende Experimente mit unterschiedlichen Linkersequenzen durchgefiihrt werden, um
die Effekte einer direkten Fusion des Enzyms mit der Fc-Region ausschlieBen zu konnen.
Zusitzlich wire neben einer N-terminalen auch eine C-terminale Fusion der EstA mit der
Fc-Region denkbar, da ein entsprechendes Fusionskonstrukt mit einer Lipase aus R. oryzae
auch zu einer erfolgreichen Immobilisierung iiber die ZZ-Domine fiihrte und in den
vorangegangenen Experimenten dieser Arbeit flir die C-terminale Fusion der EstA mit Aga2p
eine Enzymaktivitdt detektierbar war (Shibasaki et al., 2007). AuBBerdem konnte festgestellt
werden, dass der sich wéhrend der Kultivierung dndernde pH-Wert einen Einfluss auf die
Bindung zwischen der ZZ-Domine und Fc-Region von IgG-Antikérpern besitzen kann
(Shibasaki et al., 2007). Dies konnte in Zukunft durch die Kultivierung der Hefezellen in
einem pH-regulierten Bioreaktor ndher untersucht werden, jedoch miisste zuvor erst eine
Sekretion des Fusionsproteins aus EstA und Fc-Region in S. cerevisiae nachgewiesen werden.
Es kann festgehalten werden, dass eine Immobilisierung der EstA iiber Verankerungssysteme,
die auf Protein-Protein-Interaktionen basieren, zwar nicht erreicht werden konnte, jedoch war
der Nachweis der einzelnen Komponenten erfolgreich. Hierbei erwiesen sich sowohl das auf

der Kohésin-Dockerin- als auch ZZ-Fc-Interaktion basierende Verankerungssystem als
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potenzielle Kandidaten fiir weitere Untersuchungen zur Enzymimmobilisierung. Nach
zusitzlichen Optimierungsstudien zur Ausbildung der Interaktion der Doménen miteinander
wiirde sich die Moglichkeit zur Verankerung weiterer Enzyme, wie z. B. Dehydrogenasen,
eroffnen. Eine Strategie, bei welcher das Fusionsprotein aus EstA und Dockerin bzw.
Fc-Region in E. coli produziert und nachtriglich mit Hefezellen inkubiert wird, welche die
Kohésin- bzw. ZZ-Doméne exprimieren, erschien in den Experimenten vielsprechender als
eine Koexpression der Komponenten in S. cerevisiae zu sein, da beide Fusionsproteine
erfolgreich nachweisbar waren. Dennoch konnte sich die Koexpression der Interaktions-
partner in Hefen ebenfalls als effizient und einfacher in der Handhabung erweisen, was jedoch
von der erfolgreichen Sekretion des entsprechenden Fusionsproteins abhdngt und moglicher-
weise durch eine Analyse von Linkersequenzen oder der Steigerung der Proteinbiosynthese

erreicht werden konnte.

Expressionsanalyse bakterieller Dehydrogenasen auf der Zelloberfliche von Hefen

Aufbauend auf den Erkenntnissen zur Oberfldchenimmobilisierung der EstA aus B. gladioli in
Hefezellen sollten Verankerungssysteme zur Immobilisierung bakterieller Dehydrogenasen
etabliert und mittels spezifischer Aktivititsassays nachgewiesen werden. Die verwendeten
Dehydrogenasen unterscheiden sich im Vergleich zur EstA darin, dass sie zum Teil andere
Konformationen besitzen und fiir den Substratumsatz auf die Nutzung von Kofaktoren
angewiesen sind. Hierzu wurden die zwei NAD-abhingigen Polyoldehydrogenasen SDH und
MDH aus R. sphaeroides betrachtet, welche den Umsatz von D-Sorbitol (SDH) bzw.
D-Mannitol zu D-Fruktose (MDH) katalysieren. Die Besonderheit der beiden Enzyme besteht
darin, dass die MDH ein Monomer und die SDH ein Dimer darstellen, was die Untersuchung
der Immobilisierung von Dehydrogenasen in Abhingigkeit ihrer Konformation ermoglicht hat
(Schauder et al., 1995; Schneider ef al., 1993; Schneider & Gifthorn, 1989; Stein et al., 1997).
Dariiber hinaus wurden eine dimere Formiatdehydrogenase aus R. jostii (RjFDH) und eine
dimere Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) aus E. coli untersucht, welche fiir den
NAD"-abhingigen Umsatz von Formiat zu Kohlenstoffdioxid (RjFDH) bzw. den
NADP"-abhingigen Umsatz von Glukose-6-Phosphat zu 6-Phospho-D-Glukono-1,5-Lakton
(G6PDH) verantwortlich sind (Boldt & Ansorge-Schumacher, 2020; Castillo et al., 2008;
Olavarria et al., 2012; Schiiiirmann et al., 2017). Eine funktionelle Immobilisierung der SDH
und G6PDH konnte bisher nur mithilfe des Autodisplay-Systems in E. coli erreicht werden
(Jose & von Schwichow, 2004; Schiilirmann ef al., 2017). Die Analyse der Zelloberfldchen-

immobilisierung Kofaktor-abhingiger Dehydrogenasen sollte somit zum Verstdndnis der
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Zellwandverankerung mono- und dimerer Dehydrogenasen in Hefezellen sowie zur
weiterflihrenden Generierung von NADH-/NADPH-Regenerationssystemen beitragen, um
eine kostengiinstige Alternative zur Katalyse Kofaktor-abhidngiger Reaktionen in industriellen
Prozessen zu bieten. Ein entsprechendes Regenerationssystem konnte in der Vergangenheit
nur fir die hier untersuchte G6PDH mithilfe des Autodisplay-Systems in E. coli generiert
werden, jedoch konnten bisher keine entsprechenden Systeme mit diesen Dehydrogenasen
durch die Immobilisierung {iiber Zellwandankerproteine in Hefen etabliert werden
(Schiitirmann et al., 2017; Weckbecker et al., 2010).

Die Expressionsanalyse der vier Dehydrogenasen wurde analog zur EstA-Expression
durchgefiihrt und zu Beginn sollte die Immobilisierung der Enzyme durch N-terminale
Fusionen mit den Zellwandankerproteinen Cwp2p, Saglp und Sedlp erreicht werden. Jedoch
konnte in keinem Fall ein entsprechender Substratumsatz fotometrisch detektiert werden, was
auch nicht durch mehrfache Verdanderungen der Expressionsbedingungen (Substrat-/Kofaktor-
konzentration, Kultivierungstemperatur/-dauer oder Molaritdt des Reaktionspuffers) erreicht
werden konnte. Ebenso blieben eine Expression der Fusionskonstrukte der SDH und MDH in
P. pastoris sowie eine C-terminale Verankerung iiber Agalp-Aga2p erfolglos. Die
enzymatischen Assays wurden in der vorliegenden Arbeit anhand der Protokolle der
entsprechenden Verdffentlichungen auf die Nutzung von Hefezellen angepasst. Ein Einfluss
des pH-Werts auf die Enzymaktivitét konnte nahezu ausgeschlossen werden, weil die Assays
im Bereich des jeweiligen Aktivititsoptimums des Enzyms (SDH und MDH bei pH 8-9;
RjFDH bei pH 6-9; G6PDH bei pH 7-9) durchgefiihrt wurden (Banerjee & Fraenkel, 1972;
Boldt & Ansorge-Schumacher, 2020; Schauder et al., 1995; Schneider & Giffthorn, 1989;
Schiiiirmann et al., 2017). In den Publikationen wurde entweder das aufgereinigte Enzym aus
dem zugehorigen Wirtsorganismus oder bakterielle Ganzzellbiokatalysatoren eingesetzt,
weshalb die adaptierten Assays moglicherweise noch nicht fiir die Nutzung mit ganzen
Hefezellen optimal gewesen sind, was die ausbleibenden Enzymaktivititen erkldren konnte.
Jedoch konnte die Funktionalitit des fotometrischen Nachweises in dieser Arbeit anhand der
Reduktion des Kofaktors NAD" zu NADH mithilfe einer aufgereinigten L-Laktat-
dehydrogenase bestitigt werden, weshalb die eigentliche Detektion des Kofaktorumsatzes
korrekt erfolgen sollte. Mdglich wére auch, dass zwar Enzymaktivititen auftraten, diese aber
zu niedrig fiir eine fotometrische Detektion mithilfe des hier verwendeten Nachweises waren,
weshalb zukiinftig auch sensitivere Detektionsmethoden, wie z.B. die Hochleistungs-
fliissigchromatografie (HPLC), genutzt werden konnten. Aus diesem Grund wurde vermutet,

dass die Immobilisierung der Dehydrogenasen auf der Hefezelloberfliche nicht funktionell
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war und Probleme in der Proteinprozessierung bestehen konnten, die zur Degradation bzw.
Verankerung von fehlgefalteten Fusionsproteinen fiihrten oder die Zuginglichkeit der
Substrat- bzw. Kofaktorbindestellen einschriankten. Zudem war es denkbar, dass die Fusion
der Enzyme mit einem Zellwandankerprotein auch zu sterischen Einschrankungen fiihrte, was
die Immobilisierung in der Zellwand erschweren bzw. behindern konnte. Eine intrazelluldre
Akkumulation und ein dadurch gestorter Transport zur Zelloberfliche konnte hingegen
mittels Coomassie-Fiarbung weitestgehend ausgeschlossen werden. Ein immunologischer
Expressionsnachweis war nicht moglich, da keine spezifischen Antikérper fiir die
untersuchten Dehydrogenasen verfiigbar waren und die Konstrukte keine Epitop-Tags
enthielten, um ungewiinschte Effekte auf die Faltung, Konformation und Aktivitit des
Enzyms zu vermeiden. Zur genaueren Untersuchung wurden deshalb drei der vier zuvor fiir
die EstA getesteten Ansdtze der synthetischen Biologie zur Optimierung der
Fusionsproteinexpression fiir die N-terminalen Fusionskonstrukte aus SDH bzw. MDH und
den Zellwandankerproteinen Cwp2p bzw. Sedlp eingesetzt. Sowohl die Expression der
Fusionskonstrukte in Deletionsmutanten Zellwand-assoziierter Komponenten als auch die
Insertion zweier Linkersequenzen zur Verringerung fusionsbedingter Einfliisse auf die
Enzymkonformation ermoglichten keine Detektion einer Enzymaktivitit. Dies bedeutet, dass
die ausgebliebene Immobilisierung der Dehydrogenasen in der Zellwand wahrscheinlich nicht
durch eine Behinderung durch andere Komponenten der Zellwand ausgelost wurde und
potenzielle sterische Einschrinkungen zwischen Enzym und Ankerprotein durch die
verwendeten Linkersequenzen nicht gelost werden konnten. Ebenso fiihrte die Erh6hung der
Proteinbiosynthese durch die Koexpression des UPR-Aktivators Haclp und der
ER-Chaperone Erolp, Kar2p und Pdilp zu keiner nachweisbaren Enzymaktivitit. Denkbar
wiére, dass durch die UPR-Aktivierung eine verstirkte Degradation der fehlgefalteten
Fusionsproteine ausgelost wurde, was die Immobilisierung der Dehydrogenasen verhinderte.

Im Vergleich mit der zuvor analysierten EstA konnten die Ausloser fiir die ausgebliebene
Zellwandverankerung der vier Dehydrogenasen in den Unterschieden zwischen den Grof3en,
Konformationen und der Komplexitdt der katalysierten Reaktionen begriindet sein. Aufgrund
der erstmaligen Nutzung der MDH, RjFDH und G6PDH zur Expression in Hefen wurden die
bakteriellen Enzymsequenzen zur Erhéhung der Translationseffizienz auch auf die spezifische
Kodonnutzung von S. cerevisiae angepasst, was jedoch keine funktionelle Expression
ermOglichte. Wihrend die MDH als Monomer vorliegt, stellen die weiteren Dehydrogenasen
Homodimere dar. AuBBerdem weisen die SDH mit 256 AS, die RjFDH mit 400 AS, die MDH
mit 476 AS und die G6PDH mit 491 AS auch deutliche Unterschiede in ihren Sequenzldngen
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auf (Boldt & Ansorge-Schumacher, 2020; Rowley & Wolf, 1991; Schauder et al., 1995;
Schneider et al., 1993; Schiiiirmann et al., 2017; Stein et al., 1997). Im Vergleich mit der
monomeren EstA aus B. gladioli, welche 351 AS umfasst und erfolgreich mithilfe der
untersuchten Verankerungssysteme immobilisiert werden konnte, ldsst sich keine direkte
Korrelation zwischen den unterschiedlichen Enzymgrofen, der Konformation und dem
Ausbleiben der Immobilisierung der Dehydrogenasen erkennen (Breinig et al., 2006;
Schlacher et al., 1998). Auch eine Verankerung grofBerer Fusionsproteine, wie z. B. der
extrazelluliren Domine eines Invasins aus Yersinia pseudotuberculosis (497 AS) oder einer
Cholesteroloxidase (540 AS), auf der Oberfliche von S. cerevisiae war bereits iiber das
Agalp-Aga2p-System moglich (Doukyu et al., 2009; Kenngott et al., 2016; Zhao et al.,
2020). Beim Vergleich der EstA und MDH fillt auBerdem auf, dass beide zwar monomere
Enzyme sind, aber Unterschiede in ihren GroBen und im katalysierten Substratumsatz
bestehen. Dies deutet darauf hin, dass neben der Grofle und Konformation des Enzyms auch
die Nutzung von Kofaktoren sowie die enzymatische Reaktion einen mafigeblichen Einfluss
auf den Erfolg der Immobilisierung besitzen. Es konnten in der Vergangenheit zwei
Cellobiosedehydrogenasen und eine Pyranosedehydrogenase, die monomere, FAD-abhéngige
Enzyme darstellen, mithilfe des Agalp-Aga2p-Systems erfolgreich auf der Oberfliche von
S. cerevisiae immobilisiert werden (Blazi¢ et al., 2019; Gal et al., 2016). Hierbei konnte fiir
eine der beiden Cellobiosedehydrogenasen in ihrer wildtypischen Form keine Aktivitdt nach
Immobilisierung festgestellt werden. Erst nach direkter Evolution des Proteins durch
mehrfache Mutationen sowie einer Anpassung der Kultivierungsbedingungen war eine
Enzymaktivitit detektierbar (Blazi¢ et al., 2019). Dariiber hinaus konnten weitere auf den
Kofaktor FAD angewiesene Enzyme, wie z.B. eine Glukosedehydrogenase aus
Aspergillus oryzae und eine Cholesteroloxidase aus Chromobacterium sp. DS-1 mittels
Agalp-Aga2p immobilisiert werden, fiir die ebenfalls eine monomere Struktur angenommen
wird (Adachi et al., 2020; Komori et al., 2015; Sygmund et al., 2011; Yue et al., 1999; Zhao
et al., 2020). Die Immobilisierungseffizienz der kodonoptimierten Enzymsequenzen konnte
dort mithilfe von Linkersequenzen unterschiedlicher Liangen und Zusammensetzungen weiter
gesteigert werden (Zhao et al., 2020). Es wird dadurch deutlich, dass eine Immobilisierung
Kofaktor-abhidngiger Enzyme auf der Oberfliche von S. cerevisiae funktionell mdéglich ist,
jedoch beeinflussen viele Faktoren den Erfolg der Enzymimmobilisierung mafgeblich,
weshalb die optimalen Kombinationen der Komponenten (z. B. Vektoren, Signalsequenzen,
Ankerproteine) zur Verankerung der hier betrachteten Dehydrogenasen eventuell noch nicht

getestet wurden und weitere Untersuchungen erforderlich sind. Wéhrend die zuvor
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beschriebenen Enzyme monomere Strukturen besallen, konnte bisher nur die dimere,
FAD-abhingige Glukoseoxidase (GOx) aus A. niger mithilfe des Agalp-Aga2p- und eines
Kohisin-Dockerin-basierten Systems auf der Zelloberfliche von S. cerevisiae verankert
werden (Bahartan et al., 2012; Fan et al., 2020, Fishilevich et al., 2009; Frederick et al., 1990;
Lopez-Morales et al., 2023; Wang et al., 2013). Ein direkter Vergleich mit den in dieser
Arbeit betrachteten dimeren Dehydrogenasen ist nur bedingt mdglich, da die GOx eine andere
enzymatische Reaktion katalysiert und auf die Nutzung des Kofaktors FAD' statt NAD"
angewiesen ist. Sie katalysiert eine zweistufige Reaktion, bei der Glukose oxidiert und FAD"®
zu einem FADH;-Intermediat reduziert wird, welches den direkten Elektronentransfer auf O»
zur Generierung von H>O: katalysiert. Dies ermoglicht eine Anwendung als Glukose-
Biosensor, wihrend eine Regeneration des Kofaktors jedoch erschwert wird (Bauer et al.,
2022; Wang et al., 2013). Die hier betrachteten NAD"/NADP"-abhiingigen Dehydrogenasen
katalysieren dagegen eine einstufige Reaktion, nach der eine Regeneration der Kofaktoren
NADH/NADPH potenziell moglich wire, was jedoch durch die ausgebliebene Oberfldchen-
immobilisierung in S. cerevisiae und P. pastoris nicht erreicht werden konnte. Bei
Betrachtung der zuvor erwéhnten Veroffentlichungen fillt auf, dass eine Etablierung von
Verankerungssystemen fiir FAD-abhdngige Enzyme bisher erfolgreicher zu sein scheint.
Denkbar wire demnach, dass die unterschiedliche Kofaktornutzung und -bindung iiber die
jeweiligen Bindestellen Auswirkungen auf die Immobilisierungseffizienzen zwischen den
Enzymen besitzen konnten oder die Proteinprozessierung sowie Verankerung eines
FAD-abhingigen Enzyms fiir Hefen leichter durchzufiihren ist. Die Interaktion mit den
Kofaktoren NAD"/NADP" iiber die entsprechenden Bindestellen kénnte zudem bei den hier
untersuchten Dehydrogenasen durch die Fusion mit den Ankerproteinen beeintréchtigt sein,
was zu Problemen in der Proteinprozessierung oder funktionellen Assemblierung der
Untereinheiten der dimeren Enzyme fiihren konnte, und eine frithzeitige Degradation der
Fusionsproteine bedingt. Aulerdem kann nicht vollkommen ausgeschlossen werden, dass die
N- und C-terminalen Ankerfusionen sterische Effekte auf die Kofaktorbindestelle und das
aktive Zentrum der Enzyme besitzen, was die essenzielle Interaktion mit dem Kofaktor
und/oder Substrat beeinflussen konnte. Es wire denkbar, dass der Abstand zwischen Enzym
und Ankerprotein trotz der Untersuchung unterschiedlicher Linkersequenzen nicht ausreicht
und somit die Bindestellen nicht frei zuginglich sind, weshalb eine Immobilisierung erst
durch die Nutzung groBerer oder auch rigider Linker ermdglicht werden konnte.

Wihrend der Durchfiihrung dieser Arbeit konnte erstmalig ein Verankerungssystem zur

Regeneration des Kofaktors NADH in Hefen beschrieben werden, das auf einer kodon-
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optimierten Proteinfusion aus einer Glukosedehydrogenase aus Bacillus megaterium, einer
Leucindehydrogenase aus Exiguobacterium sibiricum und Aga2p beruht (Deng ef al., 2024).
Die Besonderheit dieses Systems besteht darin, dass die tetramere Glukosedehydrogenase
auch einzeln erfolgreich in der Zellwand verankert werden konnte und einen Substratumsatz
unter gleichzeitiger Reduktion von NAD® zu NADH katalysierte (Deng et al., 2024;
Yamamoto et al, 2001). Durch die gleichzeitige Fusion mit der NADH-abhingigen
Leucindehydrogenase wurden die Aktivitdten beider Enzyme gesteigert und ein duales
System zur Produktion chiraler Aminosduren und zur NADH-Regeneration konnte generiert
werden (Deng et al., 2024). Somit scheint eine Expression und Verankerung komplexerer,
NAD"-abhingiger Enzyme mithilfe des YSD in Hefen moglich zu sein. Jedoch sind die
Unterschiede der betrachteten Enzyme untereinander sowie die vielfdltigen Einfliisse durch
die voneinander abweichenden Komponenten der einzelnen Expressionssysteme die
wahrscheinlichen Ausloser des variablen Erfolgs der Immobilisierung unterschiedlicher
Kofakor-abhingiger Oxidoreduktasen in S. cerevisiae. Aufgrund der Komplexitit des
Aufbaus und der katalysierten Reaktion der Dehydrogenasen im Vergleich zu Kofaktor-
unabhingigen Enzymen, wie der EstA aus B. gladioli, konnen erzielte Erkenntnisse iiber die
verschiedenen Immobilisierungskomponenten nicht verallgemeinert angewendet werden,
weshalb eine individuelle Analyse zur Zellwandverankerung unterschiedlicher Enzyme in
Hefen durchgefiihrt werden muss. AuBlerdem konnen Effekte einer Ankerfusion auf die
Struktur eines Enzyms mit mehreren Bindestellen nicht sicher vorhergesagt werden, was die
Funktionalitét eines immobilisierten Enzyms mafgeblich einschranken kann.

In dieser Arbeit konnte eine Verankerung der NAD'/NADP -abhingigen Dehydrogenasen
SDH, MDH, RjFDH und G6PDH mithilfe der analysierten Verankerungssysteme in Hefen
nicht erreicht werden, was durch eine Vielzahl an Variablen begriindet sein konnte, welche
neben den Stellschrauben des YSD, wie z. B. der Promotor-Terminator-Kombination zur
Genexpression, den Signalsequenzen oder Ankerproteinen, auch die strukturellen
Eigenschaften der zu immobilisierenden Enzyme (Konformation, Komplexitit und
Kofaktor-/Substratbindestelle) umfassen. Zukiinftig konnten mithilfe eines Northern Blots
bzw. einer RT-PCR auch die mRNA-Level der untersuchten Fusionskonstrukte iiberpriift
werden, um genauere Erkenntnisse dariiber zu erhalten, ab welcher Stufe der Genexpression
eine Beeintrachtigung der Fusionskonstrukte vorliegt. Alternativ kdnnte eine Verankerung der
Dehydrogenasen iiber in E. coli exprimierte Fusionsproteine mit einer Dockerin- bzw.
Fc-Domine untersucht werden, die dann durch die Interaktion mit dem jeweiligen

Interaktionspartner auf der Zelloberflache von Hefen immobilisiert werden. Eine funktionelle
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Immobilisierung der drei NAD"-abhingigen Alkohol-, Formaldehyd- und Formiatdehydro-
genasen zur Methanoloxidation iiber Dockerin-Doménen konnte durch die anschlieende
Inkubation der bakteriellen Zelllysate mit Hefezellen, die mehrere Kohdsin-Domédnen iiber
das Agalp-Aga2p-System exprimierten, erreicht werden (Liu ef al., 2013). Die verwendeten
Enzyme stellen Dimere und Tetramere dar, weshalb diese Strategie auch fiir eine Expression
der hier untersuchten dimeren Dehydrogenasen vielversprechend erscheint (Ito et al., 1994;

Kim et al., 2013; Liu et al., 2013; Serov et al., 2002; Shechan et al., 1988).
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5. Ausblick

Die Immobilisierungseffizienz der bakteriellen EstA aus B. gladioli konnte in der
vorliegenden Arbeit durch die Analyse unterschiedlicher Komponenten des YSD in
S. cerevisiae erfolgreich gesteigert werden. Diese Optimierungen umfassten die Nutzung
unterschiedlicher Zellwandankerproteine, Expressionsstimme oder auch Promotor-
Terminator-Kombinationen zur Transkriptionsregulation. Durch die teils drastische
Variabilitdt in den Auswirkungen der einzelnen Bestandteile auf die Immobilisierungs-
effizienz der EstA ergeben sich hier viele Mdglichkeiten zur Untersuchung weiterer
Komponenten. Neben der Analyse weiterer GPI-verankerter Zellwandankerproteine
(z. B. Ccw12p, Ccwl4p) wire auch eine erstmalige Nutzung von GPI-unabhingigen
Pir-Proteinen vorstellbar. Darliber hinaus wére eine vergleichende Analyse verschiedener
Signalsequenzen zum ER-Import ein weiterer Ansatzpunkt zur Steigerung der EstA-
Immobilisierung. Aufgrund der hier detektierten Unterschiede zwischen verschiedenen
Promotor-Terminator-Kombinationen zur Expression der Fusionskonstrukte wiirde sich
zukiinftig auch die Erweiterung dieser Erkenntnisse durch die Nutzung zuséitzlicher
Paarungen mit konstitutiven und induzierbaren Promotoren anbieten. Zudem wire eine
Kombination mit Centromer- oder Integrationsvektoren denkbar, was auch eine Untersuchung
von Effekten der vektoriellen Kopienzahl auf die Immobilisierungseffizienz der EstA
ermdglichen wiirde. Die Zellwandzusammensetzung des zur Expression genutzten
S. cerevisiae-Stamms war ebenfalls ein maB3geblicher Faktor fiir den Erfolg des YSD, weshalb
ein Fokus auf die Einfliisse unterschiedlicher Mengen an Zellwandbestandteilen auf die
Immobilisierung in entsprechenden Stimmen gelegt werden konnte, um gegebenenfalls
Verbindungen zwischen der Verankerungskapazitit von Hefezellwdnden und dem
Chitingehalt zu identifizieren. Teile der in dieser Arbeit genutzten Optimierungsstrategien aus
dem Bereich der synthetischen Biologie konnten durch die Nutzung zusétzlicher Ansitze
erweitert werden und wiren zukiinftig auch fiir eine Expression der Fusionskonstrukte in
P. pastoris und die C-terminale EstA-Immobilisierung anwendbar. Beispielsweise konnten
die Einfliisse weiterer deletierter Zellwandkomponenten auf die Verankerungseffizienz durch
den gezielten Knockout mehrerer Zellwand-assoziierter Gene (z. B. Ccw12p, Cew14p) ndher
beleuchtet werden. Auflerdem konnte eine iliber die Koexpression weiterer ER-Chaperone
oder Komponenten des vesikuldren Golgi-Transports gesteigerte Proteinbiosynthese zu einer
Erhohung der Immobilisierungseffizienz der EstA beitragen. Nach einer neueren Studie
kénnte eine Uberexpression von Genen, die in die Polarisation der Hefezellen involviert sind,
auch zur Erhohung der EstA-Immobilisierung genutzt werden (Yang et al., 2022).
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Fiir die Immobilisierung der EstA mithilfe von Verankerungssystemen, die auf der Protein-
Protein-Interaktion zwischen Kohésin- und Dockerin-Dominen bzw. der ZZ-Domine und der
Fc-Region von IgG-Antikdrpern beruhen, konnte die Expression der einzelnen Komponenten
in S. cerevisiae und E. coli zwar nachgewiesen werden, jedoch blieb die Interaktion der
Dominen zur Verankerung aus. Zum Nachweis der Expression der Fusionskonstrukte aus
Enzym und Dockerin bzw. Fc-Region in S. cerevisiae sollten zukiinftig verschiedene
Linkersequenzen inseriert werden, um fusionsbedingte Einschriankungen in der Sekretion und
Aktivitdt zu minimieren. AuBBerdem wiirde das Einbringen von Tags in die Fusionskonstrukte
eine Moglichkeit zum Expressionsnachweis der Fusionsproteine bieten. Eine Analyse
unterschiedlicher Expressionsbedingungen konnte zur Ausbildung der Bindung zwischen den
Interaktionspartnern beitragen und damit die EstA-Immobilisierung ermoglichen.

Zur Etablierung von Systemen fiir die Immobilisierung NAD*-/NADP'-abhingiger
Dehydrogenasen auf der Zelloberfliche von S. cerevisiae sollte zukiinftig untersucht werden,
weshalb die Expression der Fusionsproteine ausblieb. Hierzu wiirden sich eine genauere
Analyse des mRNA-Gehalts in den Hefezellen mithilfe von Northern Blots und die
Markierung der Fusionsproteine mit Tags zum immunologischen Nachweis mittels
Fluoreszenzmikroskopie und Western Blot anbieten, um genauere Informationen iiber die
beeintrichtigten Schritte der Expression bzw. die Lokalisation der fehlgefalteten Proteine zu
erhalten. Zur Herstellung von NADH-/NADPH-Regenerationssystemen in S. cerevisiae
konnte die Verankerung der Dehydrogenasen zukiinftig auch {iber die Interaktion von
Kohisin- mit Dockerin-Doménen bzw. der ZZ-Doméne mit der Fc-Region erfolgen, wozu das
Fusionsprotein in E. coli exprimiert und anschlieBend mit Hefezellen zur Herstellung der
Interaktion inkubiert wird.

Weiterfiihrend konnten mithilfe des YSD auch auf komplexeren Interaktionen aufbauende
Verankerungssysteme zur EstA-Immobilisierung entworfen werden. Beispielsweise wiirde
sich eine durch Biotinylierung vermittelte Interaktion anbieten, bei der das Streptavidin und
Avi-Tag entweder in der Zellwand verankert oder mit der EstA fusioniert werden. Die
Biotinylierung des Avi-Tags konnte durch eine koexprimierte Biotinligase katalysiert werden
und eine Enzymimmobilisierung ermoglichen. Dariiber hinaus wurden bereits Systeme zur
Verankerung von Nanopartikeln entworfen, die weitere Anwendungsmaoglichkeiten, wie z. B.
das ,,Delivery* von biologisch aktiven Wirkstoffen, bieten konnten (Kajiwara et al., 2020,

2021; Kiefer et al., 2020).
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6. Zusammenfassung

Das ,,Yeast Surface Display” bietet die Moglichkeit verschiedenste Proteinklassen mit
unterschiedlichen  Eigenschaften auf der Oberfliche von Hefen mithilfe von
Zellwandankerproteinen zu immobilisieren. Aufgrund ihrer eukaryotischen Eigenschaften
besitzen hefebasierte Ganzzellbiokatalysatoren breitgefiacherte Anwendungsoptionen als
aussichtsreiche  Expressionssysteme in biotechnologischen oder pharmazeutischen
Forschungsgebieten.

Zur Optimierung der Zelloberflichenimmobilisierung einer bakteriellen EstA aus
Burkholderia gladioli in Saccharomyces cerevisiae wurden in dieser Arbeit verschiedene
Parameter der eingesetzten Verankerungssysteme variiert und mit mehreren Optimierungs-
ansidtzen aus dem Bereich der synthetischen Biologie kombiniert. Fiir die N-terminale
Verankerung der EstA erwiesen sich die Zellwandanker Cwp2p und Sedlp am effektivsten,
wihrend eine C-terminale Immobilisierung erstmalig mithilfe des Agalp-Aga2p-Systems
erreicht werden konnte. Durch die Expression der N-terminalen Fusionskonstrukte in
mehreren S. cerevisiae-Stimmen konnte eine Stamm-abhidngige Erhohung der Volumen-
aktivititen im S86c¢-Stamm identifiziert werden, welche wahrscheinlich auf einer variablen
Verankerungskapazitidt der Stimme aufgrund ihrer unterschiedlichen Zellwandzusammen-
setzung beruhte. Dariiber hinaus konnten auch Abweichungen in den Verankerungs-
effizienzen der Ankerproteine im Vergleich mit anderen Hefegattungen, wie z.B.
Pichia pastoris, beobachtet werden, welche stark von den Expressionsbedingungen abhingen.
Mithilfe der Expression der Fusionskonstrukte in S. cerevisiae-Stammen, welche Deletionen
in Zellwand-assoziierten Genen besallen, sollte die Verankerungskapazitit der Zellwand
erhoht und die Immobilisierungseffizienz der EstA gesteigert werden. Durch die Insertion von
flexiblen Linkersequenzen zwischen EstA und Ankerprotein wurde der Abstand der
Fusionspartner erhoht, um potenzielle sterische Einschrinkungen zu verringern und die
Substratzugédnglichkeit des Enzyms zu verbessern. Beeintrichtigungen der Prozessierung und
Faltung der Fusionsproteine wurden durch eine Koexpression des UPR-Regulatorproteins
Haclp sowie der Chaperone Erolp, Kar2p und Pdilp untersucht. Hierbei konnte durch den
Einsatz dieser Optimierungsstrategien keine Erhohung der EstA-Immobilisierung erzielt
werden, jedoch konnen sich die Ansdtze als niitzlich fiir eine Steigerung der
Zellwandverankerung anderer Enzyme erweisen. Die EstA-Immobilisierungseftfizienz konnte
hingegen durch die Analyse einer iiber unterschiedliche Kombinationen aus Promotoren und
Terminatoren regulierten Genexpression mafBgeblich erhoht werden, was fiir die Expression
der liber Cwp2p verankerten EstA im S86c-Stamm unter der transkriptionellen Kontrolle des
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CCW12-Promotors und 7TDHI-Terminators erreicht werden konnte. Die deutlichen
Unterschiede zwischen verschiedenen Kombinationen aus Promotoren und Terminatoren
stellten somit einen weiteren essenziellen Faktor fiir die Zellwandverankerung von Enzymen
dar, welcher zu Variationen in den Immobilisierungseffizienzen verschiedener Enzyme fiihren
kann.

Neben der Verankerung der EstA iiber die direkte Fusion mit einem Ankerprotein wurde auch
die Immobilisierung mithilfe von zwei Systemen, die auf spezifischen Protein-Protein-
Interaktionen basieren, ndher untersucht. Das sekretierte Fusionsprotein, bestehend aus EstA
und einer Dockerin-Doméne aus Clostridium cellulovorans bzw. einer Fc-Region aus
Homo sapiens, konnte nach Koexpression der Komponenten iiber die Interaktion mit der
zellwandverankerten ~ Kohdsin- aus  C. cellulovorans  bzw.  ZZ-Domidne  aus
Staphylococcus aureus nicht erfolgreich auf der Zelloberfliche von S. cerevisiae
immobilisiert werden. Die Detektion der Expression der zellwandverankerten Doméinen war
erfolgreich, jedoch konnten die sekretierten Fusionsproteine mittels Fluoreszenzmikroskopie,
Western Blot und Aktivitétsassays in S. cerevisiae nicht nachgewiesen werden. Aus diesem
Grund wurden die Fusionskonstrukte zur Expression in Escherichia coli eingesetzt, die
Fusionsproteine erfolgreich affinitdtschromatografisch aufgereinigt und anschlieend mit
Hefezellen inkubiert. Eine Interaktion konnte jedoch anhand einer enzymatischen Aktivitét
nicht bestétigt werden. Somit war der Expressionsnachweis der einzelnen Komponenten zwar
erfolgreich, eine Immobilisierung der EstA auf der Hefezelloberfliche wurde mit den beiden
betrachteten Systemen nicht final erreicht.

Basierend auf den fiir die EstA erzielten Erkenntnissen sollten Immobilisierungssysteme fiir
die Verankerung von vier Kofaktor-abhéngigen Dehydrogenasen etabliert werden, welche
zusétzlich eine Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher Enzymkonformationen auf die
Immobilisierungseffizienzen ermdglichen sollten. Die monomere Mannitol- (MDH) und
dimere Sorbitoldehydrogenase (SDH) aus Rhodobacter sphaeroides, sowie die dimere
Formiatdehydrogenase RjFDH aus Rhodococcus jostii und die dimere Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (G6PDH) aus E. coli konnten mithilfe der Zellwandanker Cwp2p, Sed1p und
Saglp nicht erfolgreich auf der Hefezelloberfliche verankert werden. Die Expression der
Fusionskonstrukte aus SDH bzw. MDH und den Zellwandankerproteinen konnte dariiber
hinaus auch nicht durch die Expression der Fusionskonstrukte in Deletionsmutanten
Zellwand-assoziierter Gene, durch die Insertion von Linkersequenzen oder die Koexpression
von Komponenten des sekretorischen Wegs ermoglicht werden. Riickschliisse auf

unterschiedliche Immobilisierungseffizienzen von mono- und dimeren Enzymen konnten
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somit nicht gezogen werden und auch die Etablierung von Systemen zur Regeneration der
Kofaktoren NADH/NADPH war nicht moglich. In der vorliegenden Arbeit konnten somit
neue Erkenntnisse iiber die Zellwandverankerung unterschiedlicher Enzyme in Hefen
gewonnen, bestehende Verankerungssysteme erweitert und die Immobilisierungseffizienz von
EstA-Fusionsproteinen erfolgreich gesteigert werden. Die Verankerungseffizienz war hierbei
von einer Vielzahl an Komponenten des jeweiligen Expressionssystems abhingig, deren
Einfliisse zwischen verschiedenen Enzymen variieren konnen, was demzufolge eine

individuelle Analyse fiir jedes Zielprotein erforderlich macht.
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Abb. 33: Volumenaktivititen N-terminaler EstA-Fusionskonstrukte in isolierten Zellwiinden des
S. cerevisiae-Stamms BY4742 vor und nach Laminarinase-Behandlung. Die N-terminalen Fusionskonstrukte
der EstA aus B. gladioli mit den Ankerproteinen Saglp, Sedlp und Cwp2p wurden im pFB2-Vektor in den
BY4742-Stamm transformiert (Breinig et al., 2006). Als Negativkontrolle wurde der Leervektor YEp352
genutzt. Die Zellwdnde wurden mithilfe eines mechanischen Zellaufschlusses mit Glasperlen und PMSF isoliert.
Zum Verdau der p-glykosidischen Bindungen wurde als [-1,3-Glukanase eine Laminarinase aus
Trichoderma sp. (0,15 U) eingesetzt. Die Bestimmung der Volumenaktivitdit vor und nach Glukanase-
Behandlung erfolgte anhand des Umsatzes des Substrats p-Nitrophenylacetat zu p-Nitrophenol durch die
Absorptionsmessung bei einer Wellenldinge A =405 nm {iiber einen Zeitraum von 1 min. Dargestellt sind die
Volumenaktivititen der EstA-Fusionsproteine als Mittelwerte der Volumenaktivititen [mU/ml] mit den
zugehorigen Standardabweichungen vor und nach Glukanase-Verdau von drei biologischen Replikaten (n = 3),

die jeweils in Tripletten gemessen wurden.
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Abb. 34: Volumenaktivititen N-terminaler EstA-Fusionskonstrukte in isolierten Zellwinden des
S. cerevisiae-Stamms SEY6210 vor und nach Laminarinase-Behandlung. Die N-terminalen Fusions-
konstrukte der EstA aus B. gladioli mit den Ankerproteinen Saglp, Sed1p und Cwp2p wurden im pFB2-Vektor
in den SEY6210-Stamm transformiert (Breinig et al., 2006). Als Negativkontrolle wurde der Leervektor YEp352
genutzt. Die Zellwdnde wurden mithilfe eines mechanischen Zellaufschlusses mit Glasperlen und PMSF isoliert.
Zum Verdau der p-glykosidischen Bindungen wurde als [-1,3-Glukanase eine Laminarinase aus
Trichoderma sp. (0,15 U) eingesetzt. Die Bestimmung der Volumenaktivitdit vor und nach Glukanase-
Behandlung erfolgte anhand des Umsatzes des Substrats p-Nitrophenylacetat zu p-Nitrophenol durch die
Absorptionsmessung bei einer Wellenldinge A =405 nm {iiber einen Zeitraum von 1 min. Dargestellt sind die
Volumenaktivititen der EstA-Fusionsproteine als Mittelwerte der Volumenaktivititen [mU/ml] mit den
zugehorigen Standardabweichungen vor und nach Glukanase-Verdau von drei biologischen Replikaten (n = 3),

die jeweils in Tripletten gemessen wurden.
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Abb. 35: Volumenaktivititen N-terminaler EstA-Fusionskonstrukte in isolierten Zellwinden des
S. cerevisiae-Stamms S86c¢ vor und nach Laminarinase-Behandlung. Die N-terminalen Fusionskonstrukte
der EstA aus B. gladioli mit den Ankerproteinen Saglp, Sedlp und Cwp2p wurden im pFB2-Vektor in den
S86¢c-Stamm transformiert (Breinig et al., 2006). Als Negativkontrolle wurde der Leervektor YEp352 genutzt.
Die Zellwinde wurden mithilfe eines mechanischen Zellaufschlusses mit Glasperlen und PMSF isoliert. Zum
Verdau der B-glykosidischen Bindungen wurde als B-1,3-Glukanase eine Laminarinase aus Trichoderma sp.
(0,15 U) eingesetzt. Die Bestimmung der Volumenaktivitdt vor und nach Glukanase-Behandlung erfolgte anhand
des Umsatzes des Substrats p-Nitrophenylacetat zu p-Nitrophenol durch die Absorptionsmessung bei einer
Wellenldnge A=405nm iiber einen Zeitraum von 1 min. Dargestellt sind die Volumenaktivititen der
EstA-Fusionsproteine als Mittelwerte der Volumenaktivititen [mU/ml] mit den zugehdrigen Standard-
abweichungen vor und nach Glukanase-Verdau von drei biologischen Replikaten (n=3), die jeweils in

Tripletten gemessen wurden.
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Abb. 36: Aktivititsnachweis der in E. coli produzierten EstA. Der E. coli-Stamm BL21 (DE3) wurde mit
dem EstA-Konstrukt im pET24a(+) transformiert, welches ein N-terminales T7-Tag besall. Die Bakterienzellen
wurden bis zu einer ODggo = 1,0 kultiviert, mit 100 mM IPTG 3 h bei 28 °C induziert und das Zellpellet wurde
mittels Ultraschall aufgeschlossen. Der Zellaufschluss der induzierten EstA-exprimierenden Bakterienkulturen
wurde mittels des ,,T7Tag® Affinity Purification Kits* anhand des T7-Tags iiber eine Sdulenmatrix aufgereinigt
und 20 pl des aufgereinigten Proteins wurden zum EstA-Assay eingesetzt. Der Nachweis der Aktivitét erfolgte
anhand des Umsatzes des Substrats p-Nitrophenylacetat zu p-Nitrophenol durch die Absorptionsmessung bei
einer Wellenldnge A =405 nm {iber einen Zeitraum von 1 min. Dargestellt sind die Absorptionszunahmen der
Uberstinde der EstA ohne Aufreinigung vor IPTG-Induktion (,,EstA -) sowie der induzierten und
aufgereinigten Elutionsfraktion F2 (,,EstA +*). Zusétzlich wurde der pET24a(+)-Leervektor ohne Aufreinigung
vor (,,pET24a(+) -*) und nach IPTG-Induktion (,,pET24a(+) +*) betrachtet. Es wurden jeweils die Uberstinde
eines biologischen Replikats (n = 1) untersucht, welche in Tripletten gemessen wurden. Als Referenzen wurden
Ansitze genutzt, die aus 890 ul Tris/HCI (pH 8,0) sowie 20 ul des Gemischs aus Elutions- und Neutralisations-
puffer (fiir ,,EstA +°) bzw. 20 ul 20 mM Tris/HCI (pH 8,0) (fiir ,,EstA -; ,,pET24a(+) -“; ,,pET24a(+) +* ) und

90 ul 50 mM p-Nitrophenylacetat zusammengesetzt waren.
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Abb. 37: Aktivititsnachweis des in E. coli produzierten ,,EstA-Dock“-Fusionsproteins. Der E. coli-Stamm
BL21 (DE3) wurde mit dem ,,EstA-Dock“-Konstrukt im pET24a(+) transformiert, welches ein N-terminales
T7-Tag besaB3. Die Bakterienzellen wurden bis zu einer ODggo = 1,0 kultiviert, mit 100 mM IPTG 3 h bei 28 °C
induziert und das Zellpellet wurde mittels Ultraschall aufgeschlossen. Der Zellaufschluss der induzierten,
,-EstA-Dock“-exprimierenden Bakterienkulturen wurde mittels des ,,T7°Tag® Affinity Purification Kits* anhand
des T7-Tags iiber eine Sdulenmatrix aufgereinigt und 20 pl des aufgereinigten Proteins wurden zum EstA-Assay
eingesetzt. Der Nachweis der Aktivitdt erfolgte anhand des Umsatzes des Substrats p-Nitrophenylacetat zu
p-Nitrophenol durch die Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge A = 405 nm iiber einen Zeitraum von 1 min.
Dargestellt sind die Absorptionszunahmen der ,,EstA-Dock*-Uberstinde ohne Aufreinigung vor IPTG-Induktion
(,,EstA-Dock -“) sowie der induzierten und aufgereinigten Elutionsfraktion F2 (,,EstA-Dock +*). Zusitzlich
wurde der pET24a(+)-Leervektor ohne Aufreinigung vor (,pET24a(+)-“) und nach IPTG-Induktion
(,,pET24a(+) +“) betrachtet. Es wurden jeweils die Uberstinde eines biologischen Replikats (n = 1) untersucht,
welche in Tripletten gemessen wurden. Als Referenzen wurden Ansdtze genutzt, die aus 890 pl Tris/HCI
(pH 8,0) sowie 20 ul des Gemischs aus FElutions- und Neutralisationspuffer (fiir ,,EstA-Dock +) bzw.
20 ul 20 mM  Tris/HCI (pH 8,0) (fiir ,,EstA-Dock -“; ,,pET24a(+) -; ,,pET24a(+) +) und 90 pl 50 mM

p-Nitrophenylacetat zusammengesetzt waren.
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