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1 Einleitung 1

1 Einleitunqg

1.1 Proteasen

Fortschritte in der Protein- und Peptidanalytik dém@mbgezeigt, dass Enzyme
hochselektive Modifikationen von Proteinen mit gpszher Funktionalitat aufweisen
(Gemeiner, 1992). So kommen Enzyme aufgrund ihreRen Diversitat bei einer
Fulle von Vorgangen innerhalb der Organismen zumsd&z, angefangen vom
zellularem Niveau bis hin zu Lebewesen, beispiaelssvezur Entwicklung von

Kaskadesystemen, wie der Hamostasis und bei Entrniged.

Fiur die technische Anwendung weisen Enzyme meigériSchaften auf, die einen
Einsatz industriell erschweren. So sind etwa eiittéraller bekannten Enzyme mit
biologischen Membranen verbunden und in isolieferm weniger stabil. Viele
Oxidoreduktasen, Transferasen, Ligasen und Synthlseotigen zu ihrer Funktion
Cofaktoren, die aus Kostengrinden eine techniscimeveAdung der Enzyme
erschweren. Proteasen hingegen, die zur Gruppdytfplasen z&hlen, kdnnen direkt
zur Expression gebracht werden und sind daher vassgn Interesse fir die
industrielle Nutzbarkeit (Danieét al, 1981; Cowanret al, 1985). Zuséatzlich zur
direkten Anwendbarkeit missen die Proteasen einfachisolieren sein, da fur
technische Prozesse grof3e Enzymmengen gebrauctierwddaher kommen meist

extrazellulare, in das umgebende Milieu segregierteeasen zum Einsatz.

Ein weiteres wichtiges Kriterium fur die Anwenduwngn Enzymen in der Industrie ist
deren Stabilitat. Die Aktivitdt muss unter den Beglingen des technischen Prozesses
eine angemessene Zeit, zumindest einige Monat@/tenhbleiben. Gegebenenfalls
wird man versuchen, die Enzymaktivitat zu stalglisn, wobei die Immobilisierung
eine wichtige Rolle spielt. Auch vom Einsatz thephiter Enzyme verspricht man
sich eine gesteigerte Langzeitstabilitat, wie audatstenginstigere und héhere

Produktionsraten aufgrund erh6hter Temperaturenreméhdes Produktionsprozesses,
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beispielsweise durch den Verzicht von Kihlvorgangewie durch eine bessere
Loslichkeit von Substraten (Bruins, 2001). Ein h@dames Beispiel hierfir ist die
Verwendung der taqg-Polymerase alikermus aquaticusei der PCR-Methode
(Engelkeet al, 1990). Gleichzeitig verringert der Einsatz thepmiter Organismen
den Aufwand hinsichtlich der Sterilitdt bei techoien Prozesse, z.B. bei

Fermentationen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Gewinnung vBroteasen, die sich fur die
Immobilisierung an Tragermaterialien und damittéchnische Anwendungen eignen.
Die Proteasen sollten einfach zu isolieren sein em& hohe Stabilitat aufweisen.
Solche Eigenschaften sind besonders bei Exoenzydiervom Organismus aktiv in
das Medium ausgeschieden werden, zu erwarten. Medene Mikroorganismen
segregieren Proteasen an das Medium, um dort liefiedProteine in Aminoséuren
zu spalten, die wiederum als Nahrungsstoffe inZdike aufgenommen werden. In der
vorliegenden Arbeit wurden dafir Proteasen aus zwmht zu kultivierenden

Mikroorganismeruntersucht. Der noch nicht genau klassifizierteratdPaenibacillus

sp. diente als Beispiel eines bei normalen Temperatuvachsenden Organismus,

Streptomyces thermovulgarg ein Beispiel eines thermophilen Stammes.

1.1.1 Einteilung und Klassifizierung von Proteasen

Nach der Nomenklatur dé&€ommission of the International Uniaf Biochemistry
and Molecular Biologyverden die Proteasen der dritten Hauptklasse neyrie, den
Hydrolasen zugeordnet. Nach dem Aufbau ihres aktXentrums werden sie in vier

Gruppen eingeteilt, die Serin-, Cystein-, Aspartaid Metallo-Proteasen.

1.1.1.1 Serin-Proteasen

Zu den Serin-Proteasen zéhlen Trypsin, Chymotrypsimd Elastase. Drei
Aminosaurereste, namlich Asp-102, His-57 und Sé&-I8lden im aktiven Zentrum
des Enzyms (Chymotrypsin) eine katalytische Trigtieurath, 1985). Bei der
Hydrolyse eines Peptids durch eine Serin-Proteasenk es durch Acylierung des
Substrats zur Bildung eines tetraedrischen Ubesparsgands, wodurch die
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Abtrennung der Aminogruppe des Substrates ermdgiahd. In einem zweiten
Schritt findet eine Deacylierung tber einen tetrsetien Ubergangszustand statt.

Nach der Hydrolyse ist das Enzym wieder fur eingen€atalyserunde bereit.

1.1.1.2 Cystein-Proteasen

Zu den auch als Sulthydryl-Proteasen bezeichnegste-Proteasen zahlen Papain
und Cathepsin. Im aktiven Zentrum des Papain befirgich die Aminosauren Asp-

174, His-158 und Cys-25. Die Katalyse verlauft idieen intermediaren Thioester.

1.1.1.3 Aspartat-Proteasen

Die Aspartat-Proteasen werden auch als saure oddro&yproteasen bezeichnet.
Typische Vertreter dieser Proteaseklasse sind ®Pepsi Rennin. Im aktiven Zentrum
des Penicillopepsin z.B. befinden sich die katabjti wirksamen Aminosaurereste
Asp-32 und Asp-213. Diese Proteasen sind nur yndes aktiv.

1.1.1.4 Metallo-Proteasen

Diese Klasse von Proteasen sind nur in GegenwartMetall-lonen wie Zf'", C&*
wirksam. Diese Metallionen kénnen auch der Aufredidltung der nativen
Enzymstruktur dienen. Beispiele fir Metallo-Protgas sind Collagenase,
Carboxypeptidase A und Thermolysin. Im aktiven Ziemt der Metallo-Protease
(Carboxypeptidase A) befindet sich neben dem MetalZn die Aminosauren His-
196, His-69 und Glu-72.

1.1.1.5 Exo- und Endopeptidasen

Neben der oben erwéhnten Einteilung der Proteaseh katalytisch wirksamen
Gruppen im aktiven Zentrum lassen sich die Proteaseh nach der Lokalisation
ihres Angriffs an der zu spaltenden Peptidkette Exo- und Endopeptidasen
unterteilen. Wahrend Exopeptidasen als Amino- od€arboxypeptidasen
ausschlie3lich endstandige Aminoséauren abspaltgdrolysieren Endopeptidasen
bevorzugt im Inneren des Proteinmolekils. Zusidiziimd Endopeptidasen befahigt,
niedermolekulare Peptide, synthetische Aminoséateeesid Amide auch endstandig

zu spalten.
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1.1.2 Substratspezifitat

Bei der Neuisolierung von Proteasen ist es vielfadrteilhaft, unspezifische
Enzymtest zu verwenden, die praktisch alle Protddsataten erfassen. Man bedient
sich dabei zumeist naturlicher Proteine oder Peptice Hamoglobin und Casein als
Substrate, die zahlreiche zugangliche Peptidbinednnginterschiedlichster Art
enthalten (Anson, 1939; Brock, 1982). Will man jeldobestimmte Proteasen
zuordnen, so empfiehlt sich das Studium der Suispkaifitat, also welche
Aminosaureverknupfungen durch welche Protease #espaverden. Fur losliche
Proteasen wurden in der Fachliteratur bisher Uk&rvérschiedene Enzymtests
beschrieben (Bisswanger, 2003). Zur exakten Chenigldrung der Spezifitat
isolierter Proteasen werden synthetische Substraté klar definierten

Peptidbindungen und Aminosaureresten verwendet.zifgymhe Substrate flr
Proteasen vom Chymotrypsin-Typ spalten bevorzugt @ mn aromatischen
Aminoséauren Tyrosin, Tryptophan, und Phenylalaaber auch bei Leucin. Typische
Vertreter dieser Substrat-Klasse sin®l-Succinyl-L-phenylalanin-p-nitroanilid

(SUPHEPA) und Benzoyl-tyrosin-p-nitroanilid. Beideubstraten ist die an die
Aminosaure gebundene Nitroanilidgruppe gemeinsamndéren Abspaltung durch die
katalytische Reaktion eine typische Gelbfarbungeéts Nach dem gleichen Prinzip
funktioniert Benzoylarginin-p-nitroanilid (BAPNA)welches durch Proteasen mit
trypsin-adhnliche Spezifitdt gespalten wird. Sulistféir Proteasen vom Trypsin-Typ

werden bevorzugt an den basischen Aminosauren iirgimd Lysin gespalten.

1.1.3 Hemmestoffspezifitat

Die Zuordnung von Proteasen lasst sich durch diewkiedung geeigneter
Hemmstoffe weiter analysieren. Bestimmte Hemmstoffee Leupeptin, 1-Chlor-3-
tosylamido-7-amino-2-heptanon-HCI| (TPCK) und 1-C¥8etosylamido-4-phenyl-2-
butanon-HCI (TLCK), reagieren in gleicher Weise 1&#rin- und Cysteinproteasen.
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) dagegen wird &lsicid-Substrat kovalent in
Serinproteasen eingebaut und bewirkt eine irreblersinaktivierung des Enzyms

(James, 1978). Ein spezifischer Hemmstoff fir Jdgppi®tease isttrans
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Epoxysuccinyl-L-leucylamido-(4-guanidino)-butan @6 Als Inhibitoren von
Metallo-Proteasen werden Komplexbildner wie Ethglamintetraessigsaure (EDTA)
und das fuar Calciumionen spezifische EthylenghyjmsH?2-aminoethyl)-
tetraessigsaure (EGTA) verwendet, die sowohl in Ketalyse essentielle wie

strukturell stabilisierende Metallionen abfangen.

Die Unterscheidung zwischen der reversiblen unelversiblen Hemmung lasst sich
durch Bestimmung der Zeitabhangigkeit der Hemmwigkuuntersuchen. Der
reversible Hemmstoff zeigt gegeniber dem ungehemieym eine augenblickliche
Reduktion der Enzymaktivitat, die sich zeitlich mmic weiter verandert. Ein
irreversibler Hemmstoff bewirkt dagegen einen x#itngigen, zumeist meist
exponentiellen Abfall der Enzymaktivitat. Irrevdrl® Hemmstoffe sind PMSF und
E 64.

1.1.4 Anwendung von Proteasen

Bereits heute finden Proteasen aufgrund ihrer mesien Spezifizierungen und
Stabilitdten eine grof3e Breite von Applikationender Konsumgiterindustrie. Der
geschéatzte weltweite Jahresumsatz industriell gésruEnzyme betragt tber 1 Mrd
Euro, wobei Proteasen (Cowan, 1991; Damitlal, 1985) mit 60% den weitaus
groRten Anteil industriell genutzter Enzyme datetel Abb. 1 zeigt eine Ubersicht der

industriell verwendeten Enzyme.

B Milchprodukte
Starke  Sonstig . 247
144 144 ﬁ.ebe;;gw itel @ Backwaren
82
O Gemuseprodukte
78
O Wein, Bier
30
B SuRwaren
11
l Sonstige
8

Textil
252

Waschmittel
702

Abb. 1: Weltmarkt fur industrielle Enzyme 1994 (Umsatz imoNDM).




6 1 Einleitung

Die grof3te Bedeutung haben die alkalischen Bakter@easen, die in Waschmitteln
eingesetzt werden, sowie Enzyme zur Herstellunghwediger Zellfasern fur die
Textilbranche. Da Wolle vorwiegend aus Proteined Lipiden besteht, kommen zur

Behandlung von Wolle hauptséchlich Proteasen upédan in Betracht.

Mit der biotechnologischen Produktion starkeabbdeen Enzyme wurden

enzymatische Verfahren zur Produktion von Glucased Fructosesirup entwickelt,
welche in der Lebensmittelindustrie grol3e Bedeutbegjtzen. Ferner finden bei der
milchverarbeitenden Industrie die caseinféallendabdnzyme Rennin und Chymosin
zur Kaseherstellung breite Verwendung. Weiterhindsidas aus pflanzlichem
Ursprung gewonnene Papain fur die Bierstabilisigrund Fleischzartmachung, sowie

Pankreasproteasen fur die Lederindustrie sehr igicht

Weltweite Anstrengungen zur Erforschung und Entlicg§ innovativer
physiologischer und biotechnischer Applikationenbdra auch das Interesse an
thermophilen Enzymen geweckt. Bereits 1955 wurdeAmylase aus
B. dearothermophilus als erstes thermophiles Enzym industriell angewand
(Campbell, 1955). Spezielle Anwendungsgebiete tbphitler Enzyme, wie Lipasen,
Proteasen und Cellulasen, finden sich in der Pagestrie, z. B. in der
enzymatischen Papierbleichung bei der Altpapiergitung. Desweiteren werden
thermophile Proteasen beim Papierspaltverfahrarer evichtigen Methode fur die

Restaurierung geschéadigter Blicher und Dokumenigesetzt (Senhaji, 2000).

Heutzutage sind in der medizinischen Forschung é@mavendung thermophile
Enzyme nicht mehr weg zu denken. Als Beispiel siiden bereits oben erwdhnten
Einsatz thermostabile DNA-Polymerasen bei der PGRRIde hingewiesen, bei dem
die Enzyme bei hohen Temperaturen nicht inaktiwertden, sondern vielmehr ihre
optimale Aktivitat entfalten. Proteasen haben imggiter Zeit auch grof3es Interesse bei
der Entwicklung therapeutischer Medikamente gegeeb& und AIDS gewonnen
(Pantazaket al, 2002 ; Price, 1983).
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1.1.5 Thermostabilitdt von Proteasen

In den letzten Jahrzehnten wurden die Zellbestdadten Mikroorganismen, wie die
Membran, sowie die Proteine und Nukleinsduren, ehegd untersucht, um deren
Thermostabilitat zu erklaren (Jaenicke, 2000). Distersuchung der DNA von
thermophilen Organismen ergab einen hohen GehaltGaanin und Cytosin.
Aufgrund der hohen Zahl an Wasserstoffbriickenbigdanzwischen diesen Basen
wurde eine erhohte Schmelztemperatur der Nucleiastastgestellt (Brock, 1978).
Ebenso wurde nachgewiesen, dass mit hoherer Waasigtionperatur der Gehalt an
Lipiden in der Membran steigt. Die Stabilitat stedgbei durch die erhdhte Anzahl an
Esterbindungen (Adams, 1995). Auch bei Proteinedefi eine Anpassung an extreme

Umweltbedingungen hinsichtlich der Struktur und Abps&urezusammensetzung statt.

Die gewonnenen Erkenntnisse werden mit dem Ziel@&nweniger stabile Proteine
durch Methoden des Molecular Modellings und durobtéin Engineering in stabilere
Proteine umzuwandeln und sie somit fir techniscmsveéhdungen brauchbar zu
machen. Durch gezielte Aminosdureaustausche weddeentsprechenden Proteine
bzw. Enzyme so modifiziert, dass sich die durcmubehe Reaktionen, z.B. oxidative
Prozesse und Proteolyse verursachte InstabilitAtPdeteine verringert und damit
deren Thermostabilitat erhoht. Dazu wurden homolBg#eine aus mesophilen und
thermophilen Stammen isoliert und deren Eigensehaturch vergleichende Studien
untersucht (Oshima & Imahori, 1974). Auffallendeiseeergaben sich nur geringe
Veranderungen in der Zusammensetzung der Aminasaukedoch belegten die
Studien, dass die thermophilen Proteine eine hoHeaekungsdichte in der
Proteinstruktur haben. Dies ist hauptsachlich dudeim hoheren Gehalt an den
Aminosauren Prolin und Alanin erklarbar. Ebensaniadert ein geringerer Anteil an
Glycin die Anfalligkeit gegentber thermischer Aufiteag (Hough & Danson, 1999).
Auch durch den Austausch der Aminosaure Valin,rSend Threonin gegen Alanin
sowie Aspartat gegen Glutamin konnte eine Staéilisig bewirkt werden (Kotsulet
al., 1996). Eijsink (1991) gelang es, die Thermosttitikeiner Protease a@acillus
stearothermophilusdurch den Austausch von Asparagin mit Leucin sbvzei

erhohen, dass die Protease sogar hyperthermopgdedthaften besall.
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Es wird angenommen, dass die Thermostabilitdt wateren nicht nur von einem
Faktor abh&ngt, sondern auf mehrere unterschiedli¢fechselwirkungen (z.B.
hydrophobe und ionische Wechselwirkungen) zurtickilwen ist, die eine geringere
Flexibilitat innerhalb des Proteins bewirken (Alpet989; Dill, 1990). Eine
Stabilisierung durch Erhéhung solcher Wechselwigamkonnte mit Subtilisin und
a-Amylase als Modellenzyme erreicht werden (Niel&Borchert, 2000). So war es
maoglich, Subtilisin aus B. licheniformis durch Anhangen von Fettsaurereste
hydrophober und somit thermostabiler zu machenn(RiBallesteros, 1994; Bryan,
2000).

Da im allgemeinen eine Reduktion von natirlichesseim Protein vorhandenen
Disulfidbriicken eine starke Destabilisierung bewirkvurde angenommen, dass
Proteine durch gentechnisches Einfuhren von Ddinlficken zu stabilisieren sind
(Paceet al., 1998, Toogoocket al., 2000). So konnten Mansfelet al. (1997) eine

Thermolysin-ahnliche Protease durch Cystein-Muitegio weiter stabilisieren. Nach
Einfihren der Cysteinreste an die durch MoleculadMling ermittelten Orte in der

Proteinstruktur formte sich die Disulfidbriickevivo spontan. In der Praxis zeigte die
Strategie der Einfihrung von Disulfidbricken jedactterschiedliche, teilweise sogar
destabilisierende Resultate. Letztere sind darigribelet, dass die Erh6hung der
Temperatur die Oxidation der Disulfidbricken bedignngBetz, 1993). Entscheidend
fur die Stabilisierung ist die richtige Positionieg der Disulfidverbriickung innerhalb
der Proteinstruktur (Creighton, 1988). Der Erfoley &/erbesserung der Stabilitat der
Protease von Mansfelet al. (1997) ist wahrscheinlich darin begriindet, dasslen

Stelle der Mutation die Mdglichkeit einer reversibEntfaltung aufgehoben ist.
Da letztere einer katalytischen Autoprotolyse vegmht, kann so die Stabilitat des

Proteins erhoht werden (Sakiyama, 1989).

Schlie3lich spielen bei der Thermostabilisierungnvellen Stress- oder
Hitzeschockproteine, sogenannkéolekulare Chaperonegine zentrale Rolle. So
besteht bei dem hyperthermophilen VertreRyrodictium occultumdas l6sliche
Zellprotein Uber 80% aus Chaperonen. Solche Hilmad@roteine sind fur die
Reparatur von Proteinketten, die sich unter Zeksty wie hoher Temperatur,

fehlgefaltet haben, verantwortlich (Buchner, 2002).
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1.1.6 Immobilisierung von Proteasen

Ein weiterer Ansatz um die Stabilitat von Proteinegn erhOohen ist deren
Immobilisierung an spezielle Tragermaterialien (idb-Hofmann et al. 1989).
Immobilisierte Enzyme werden bevorzugt in der Iridaseingesetzt, da sie vielfach
unempfindlicher sind gegen thermische, chemischer ptiysikalische Einflisse als
die entsprechenden Enzyme in I6slicher Form, auoth dve Autoproteolyse durch die
Fixierung an feste Tragermaterialien eingeschraNkiuaimi et al (2003) zeigten,
dass immobilisiertes Trypsin signifikant stabileanwgegentber aul3eren Einflissen
wie Temperatur, pH und Losungsmittel. Ein weitéverteil immobilisierter Enzyme
ist deren Wiederverwendbarkeit, da sie nicht mitRleaktionsldsung verloren gehen.
Dadurch lassen sich technische Prozesse kosterggingéstalten. Die Fixierung der
Enzyme erfolgt durch chemische oder physikalischedihgen an geeignete
Tragerstoffe. In technischen Verfahren werden hsgbtlich die im Folgenden

beschriebenen Immobilisierungsarten angewandt ¢Ge2001).

1.1.6.1 Immobilisierung durch EinschluR3verfahren

Enzyme konnen entweder in Mikrokapseln eingeschlossler in der Netzstruktur
von Gelen gefangen werden. In beiden Fallen gehtimaer Regel so vor, dass sich
ein polymeres Gerust in der Enzymlésung ausbildebei die Poren nicht fur die

Enzyme, aber fir die Substrate passierbar sein enigsls Membranmaterial fir

Mikrokapseln verwendet man vor allem Polyamide viNglon, Polymere aus

Cellulosenitrat, sowie aus Algen gewonnene Polysaude (Alginat, Carragenan).
Anwendung findet diese Immobilisierungsart beiguiadise als Arzneistofftrager
(Schreier, 1984).

Bei den Gel-Einschluss-Verfahren werden die Enzyimeesine Netzstruktur von
Polymeren, wie Gelatine und Polyacrylamide eingebef{O’Driscoll, 1976).

Mit dieser Methode lassen sich auch ganze Zellenmahilisieren.




10 1 Einleitung

Der Vorteil der Einschluss-Verfahren liegt darimsd sich die native Enzymstruktur
bei dieser Art von Immobilisierung nicht &ndert.ddeh kommt es haufig zur
ungewollten Freisetzung des Enzyms. Auch ist difuBion des Substrats zum
Enzym und des entstehenden Produkts aus der etimaretn Umgebung des Enzyms
behindert, so dass Substratverarmung beziehungswPiodukthemmung die
Enzymaktivitéat vermindern. Dies gilt ganz besondrshochmolekulare Substrate,

daher eignet sich dieses Verfahren wenig fur dimddilisierung von Proteasen.

1.1.6.2 Immohilisierung durch Adsorption

Bei dieser Methode werden Enzyme durch nicht-kowale ionische und nicht-
ionische hydrophobe oder adsorptive Wechselwirkangdie Matrix fixiert. Dabei

kommen Kationen- und Anionenaustauscher als iomisttager zum Einsatz, als
nicht-ionische Trager werden Aktivkohle, KieselgelAluminiumoxid und

Hydroxylapatit verwendet. Aufgrund schwachf&idsorptionskrafte kann es leicht zu
Desorptionen kommen. Der grol3e Vorteil der Adsorptist die einfache und
schonende Anwendbarkeit, auch lasst sich das EmzyniRegeneration des Tragers

leicht von der Matrix eluieren.

1.1.6.3 Immobilisierung durch kovalente Bindung

Die am haufigsten angewandte Methode ist die Imhsmyiung lber kovalente
chemische Bindungen. Als Beispiel sei die Immoigtisng der Lactat-Oxidase an

Cellulose zur Milchsaureanalyse erwahnt (Canetoal., 1984).

Die kovalente Bindung erfolgt zumeist mit dem aiditen Tragermaterial Uber
reaktiven Aminosaurereste des Proteins. Je naciviéking des Tragers und Art der
Verknupfung existieren eine Vielzahl unterschidutic Moglichkeiten der Immobi-
lisierung an und es ist die Aufgabe, die fir eiazplles Protein geeigneteste Methode
heraus zu finden. Die kovalente Immobilisierungitzeszwar den Vorteil grol3er
Stabilitat, setzt aber haufig die Aktivitat des ms herab.
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Eine Variante der kovalenten Fixierung an feste gé&rénaterialien ist die
Quervernetzung. Mit Hilfe von bifunktionellen Suéasten, wie Glutardialdehyd oder
Diisothiocyanat, werden die Enzymmolekile, teilveisnter Beimengung inerter
Proteine, wie Serumalbumin, Gber intermolekula@yakente Bindungen zu grol3en
Aggregaten verknupft. In Membranreaktoren lasseh die Reaktionsprodukte durch
geeignete Filter abtrennen, wahrend die grof3en rRagygregate in der
Reaktionslosung zuriickgehalten werden. Dadurch weith kontinuierlicher
Reaktionsverlauf gewéhrleistetlachteilig wirkt sich allerdings bei dieser Technik
aus, dass viele Enzyme bei der Quervernetzung dscbidigende Einflisse der

Kopplungssubstanzen an Aktivitat verlieren.
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1.2 Bakterienstdmme zur Isolierung extrazellulare Protasen

In dieser Arbeit wurden zur Isolierung von Proteasdie Bakterienstamme
Paenibacillus sp.und S. thermovulgarisausgewéhlt. Die Besonderheiten dieser

Stamme und die Griinde fur deren Auswahl werden #argestellt.

1.2.1 Paenibacillus sp.

Stabchenformige, aerobe, endosporenbildende Bektemurden friher aufgrund
ungenauer Differenzierung der GattuBgcillus zugeordnet. Genauere Studien der
16s rRNA-Sequenz zeigten jedoch, dass die GattBagillus aus mindestens
10 phylogenetischen Gruppen besteht. Finf diesepg&n wurden neu klassifiziert,
namlich in die GattungeAlicyclobacillus Aneuribacillus Halobacillus Brevibacillus
undPaenibacillugShidaet al, 1997; Claus & Berkeley, 1986)

Die GattungPaenibacilluswurde von Aslet al. (1991) genauer beschrieben. Derzeit
sind 11 Spezies dieser Gattung bekannt. Die Ongemsdieser Gattung z&hlen zur
Gruppe der Gram-positiven Bodenbakterien. Sie sifakultativ anaerobe
Sporenbildner, sind meist begeil3elt und haben alatv hohen GC-Gehalt von 45-
54% (Shideet al, 1997).

Besonders interessant ist der in nigerianischen eBpben gefundene
BakterienstammPaenibacillus sp. da dieser einfach zu isolierende extrazellulare
Enzyme produziert. So wurde von Moneke (1998) &aenibacillus sp.eine
extrazellulare Xylose-lsomerase isoliert, die zigjiethermophile Eigenschaften
besitzt. Doukyuet al (2003) reinigten eine extrazellulare thermopl@lgclodextrin-
Glucanotransferase mit einem Temperaturmaximum 608C. Abb. 2 zeigt eine

mikroskopische Aufnahme einer Zelle vBaenibacillus sp.
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Abb. 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme vBaenibacillussp.

1.2.2 Extremophile Organismen

Alle Lebewesen vermogen ihre Lebensfunktionen mumeihalb von speziellen
klimatischen Bedingungen und definierten Umgebumdisissen zu entfalten. Fir den
Menschen sind beispielsweise ein Atmospharendrocklvbar, eine Temperatur von
etwa 20 - 25°C, eine relative Luftfeuchtigkeit v6@-70%, sowie ein neutraler pH
ideal. Solche oder &hnliche Bedingungen gelten afioch die Mehrzahl aller

Lebewesen und entsprechend bezeichnet man Orgamisdie im gemaRigten
Temperaturbereich zwischen 20 und 45°C lebemmasophil Allerdings finden sich

auch Lebewesen, die sich anderen, von uns alsnexrapfundenen Bedingungen
angepasst haben. Insbesondere sind Mikroorganismeder Lage, jenseits der
gewoOhnlichen Umweltbedingungen zu existieren. Marezeichnet sie als
Extremophile entsprechend ihren Féahigkeiten, sich an kagt&ydhrophilg, heil3e

(thermophil@, saure d&cidophilg, basische dlkalophile oder stark salzhaltige
(halophile Lebensbedingungen anzupassen (s. Abb. Birophile Organismen

hingegen leben unter Konditionen hohen hydrostagisc Druckes in marinen

Lebensraumen.
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Abb. 3: Einteilung der belebten Welt in extreme Lebens®ufhitelblatt aus:

Biotechnology of Extermophiles, 1993).

Extremophile Mikroorganismen finden sich in schuggfh oder sauren heil3en
Quellen vulkanischen Ursprungs, alkalischen Gewdassgalzseen, Gletschern und
arktischen Hochseegebieten. Genau so vielfaltig wiler Lebensraum von
Extermophilen ist, sind auch deren Anpassungsmésinan. So hat das halophile
Bakterium Halobacterium halobiumsich beziglich seiner Struktur und seines
Stoffwechsel ganz auf seinen Lebensraum in extralmhaltigen Seen eingerichtet.
Wahrend andere Organismen unter diesen Bedingunigésige des hohen
Salzgehaltes unweigerlich austrocknen wirden, gehitsich die halophilen
Organismen durch einen relativ hoheren Salzgehaellplasma gegen den starken
osmotischen Druck und ein aul3erst leistungsfahegesgielieferndes System, das
Bacteriorhodopsin, welches bis zu 75% ihre Membi@ssa ausmacht. An das
Bacteriorhodopsin ist ein Retinalmolekil gekoppelieses wird bei einer
Wellenlange von 570 nm angeregt, wodurch sich d€ordormation andert. Dadurch
wird ein Protonengradient erzeugt, welches der &g von ATP dient (Bone at,
1996).
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Der in vulkanischen Gebieten lebende Bakterienst&uholobus solfataricukat sich
nicht nur den extremen Temperaturen von 85°C argggpsondern vermag auch in
der schwefelsauren Umgebung unter pH 5 zu wacH3emgegenuber versteht es
Bacillus alcaliphilus bei einem stark alkalischen pH-Wert von 11,5 herleben,
wéahrend Flavobacterium islandicunsowohl den psychrophilen Bedingungen, wie

auch dem in der Tiefsee herrschenden hohem Drackilséilt (Tadaet al, 2001).

Extremophile Organismen sind einerseits von besemddnteresse fur das Studium
von Mechanismen zur Anpassung an extreme Umweligadgen und zur

Stabilisierung der Zellkomponenten. Andererseitgspecht die zu erwartende
besondere Stabilitat insbesondere der ProteineEmazyme solcher Organismen die

Mdoglichkeit breiter Anwendungen in technischen lessen.

1.2.3 Anpassung an extreme Temperaturen

Fur jedes Lebewesen, ob es bei den fir uns alsatempfundenen Temperaturen
oder in extremen thermischen Bereichen existidtf,dpss es seine Lebensfunktionen
nur innerhalb eines eng begrenzten Temperaturlsreptimal entfalten kann, der
sich dem Klima, in dem es lebt, anpasst. So bgsittedr Organismus ein bestimmtes
Temperaturoptimum, bei dem er am besten gedeihtT&maperaturen unterhalb des
Optimums verlangsamt sich das Wachstum entspredem@emperaturdifferenz. Bei

gréBerem Abstand zum Optimum kann bei bestimmtega@smen sogar Kaltetod

eintreten. Bei Temperaturen oberhalb des Optimw@indié Toleranzgrenze sehr viel
enger und bereits wenige Grad Uber dem Maximumdet Tod ein. Diese geringe

Toleranz ist hauptséchlich auf die irreversible &enerung von Proteinen

zuruckzufuhren. Die einzelnen Temperaturoptima kdnseich je nach Organismus
allerdings erheblich unterscheiden und reichen Whimusgraden bis Uber den

Kochpunkt des Wassers. Auf die Einteilung der Oigaen nach ihren optimalen

Wachstumstemperaturen wurde bereits eingegangee.nfich genauere Unterteilung
der Temperaturbereiche lebender Organismen istbh. A gezeigt (nach Farrell,

1969).
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°c 0 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110
L e e A A S
Psychrophile | | Thermophile | _
| Mesophile | | Extrem Thermophile |
-(Ij_.eptot:rix * Escherichia coli « Streptomyces « Sulfolobus « Pyrodictium occultum
Iscophora . hac thermovulgaris sulfataricus
. Paenbacillus sp. 9 « Pyrolobus fumarii
* Flavobacterium « Thermus aquaticus » Thermococcus

islandicum profundus

Abb. 4: Einteilung der Bakterien nach ihren optimalen W&somstemperaturen

(oben), sowie reprasentative Vertreter (unten).

Psychrophile Organismen findet man vorwiegend itaqem Gewdassern und der
Antarktis (Ackermann, 1992, Hausmann & Kremer, 1993ie Temperatur im
Jahresmittel liegt hier nur knapp tber dem Gefuaklp und kann in Polarnachten bis
—60°C fallen. Fogg (1967) untersuchte die Grunal@&tamydomonas nivalisind
Chlorosphaera antarticaind fand heraus, dass die Algen durch Sporenlmlds zu
—70°C ertragen kbnnen. Ein Vertreter psychrophuéroorganismen isteptothrix

discophorader bei Temperaturen zwischen 10-30°C zu existieezmag.

Die meisten in Boden und im Wasser lebenden Bakiesind mesophil und erreichen
ihre maximale Wachstumsrate bei 20-45°C. Bekanntertr&ter mesophiler
Organismen sind das Gram-negative Darmbakteriesoherichia coli das Gram-
positive BakteriumBacillus subtilis und auch der in dieser Arbeit behandelte

BakterienstamniPaenibacillus spist dieser Gruppe zuzurechnen.

Thermotolerante Organismen bilden ein Bindeglied zwischen mesephilund
thermophilen Organismen. Sie wachsen in der Regel mesophilen
Temperaturbereich, kdnnen aber bis zu einem gewi€s@ade auch noch hdhere
Temperaturen um 45-50°C akzeptieren. OrganismeMfaithstumsoptima zwischen
50° und 65°C bezeinet man at®derat thermophilwéhrendthermophileOrganismen
optimal bei 65-75°C gedeihen. Als Beispiele seienBhkterienThermus aquaticus
und der hier verwendete Stam®& thermovulgarisgenannt (Brock, 1969; Farrell,
1969; Kimet al.,1999).
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Als extrem thermophil bezeichnet man Organismen Teinperaturoptima von 70-
90°C. Sie wurden in vulkanischen Gebieten, in heiQeellen, in Schwefelthermen
und im Schlamm von Thermalb&dern nachgewiesen lE&org& Amelunxen, 1973).
Typische Vertreter diese Gruppe sind das Archaebaot Thermococcus profundus
das EubakteriunThermotoga maritimaund der bereits erwahnte StanBulfolobus
sulfataricus (Zillig et al, 1980). Hyperthermoph#& Organismen, wid?yrodictium
occultumwachsen bei Temperaturen bis zu 110°C und entspnecbrhohtem Druck.
Solche Bakterien wurden in unterseeischen Kavefly@m Austritt hei3er Quellen
gefunden (Stetter, 1983).




18 1 Einleitung

1.2.4 Phylogenetische Einteilung thermophiler Organismen

Durch den Vergleich von Sequenzen der 16S-rRIN&sen sichVerwandt-

schaftsbeziehungen zwischen verschiedenen Orgamisnkennen. Auf diese Weise
war es maoglich, eine phylogenetische Klassifizigruhermophiler Organismen zu
erstellen (Daniel & Danson, 1995). Wie in Ablb schematisch dargestellt,
unterscheidet man die drei Hauptgruppen Eubakteridrchaeabakterien und

Eukaryonten (Woese, 1996).

Eucarya

man
animals

microsporidia flagellates

fungi

ciliates

slime molds

diplomonads

green non-sulfur
bacteria

gram Sulfolobus , .
positives ; Acidianus
Stygiolobus Metallosphaera
proteobacteria Desulfuro-
flavo- Thermotoga coccus I Thermofilum
Balteds Pyrodictium Thermoproteus
acerna  cvanobacteria Pyrobaculum
Pyrolobus Pyrococcus
Methano- \jethanobacterium
thermus
Archaeoglobus
Ferroglobus

Halococcus
Methanopyrus
Halobacterium

3 4
Methanoplanus

Methanococcus\ Methanospirillum
1 jannaschii

2 igneus £

3 thermolithotrophicus V€thanosarcina

4 vannielii

Aquifex

Abb. 5: Phylogenetische Klassifizierung thermophiler uryperthermophiler
Mikroorganismen (nach Woesg¢ al.,1990).
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Ein grol3er Teil der thermophilen Bakterien wirdda@mmisch den Archaeabakterien
zugeordnet, deren Name darauf hinweist, dass irhamthen Zeitalter vor 3-4
Milliarden Jahren extreme Umweltbedingungen voddadrten, denen sich die
Organismen anpassen mussten. Phanotypisch uritentail die Archaeabakterien in
zwei Gruppen: Die sulfatreduzierenden Arten der ikarder Crenarchaeotadenen
die GattungSulfolobuszuzuordnen ist und diEuryarchaeota welche die Gruppen
der Methanogenen und Halophilen umfasst. Neuerdingsunter Mikrobiologen die
Existenz einer dritten Gruppe mit dem vorlaufigeanidnKorarchaeotadiskutiert
(Huber & Stetter, 1998, Burggraf al, 1997).

Auch unter den héher entwickelten Eubakterien findeh zahlreiche thermophile
Organismen. Die bekanntesten aeroben Vertreter l@maas der Gattunghermus

So wurde ausThermus aquaticugine thermophile Protease isoliert, die breite
technische Anwendung findet. Die aus dem gleichegalismus gewonnene und in

der PCR-Methode eingesetzserPolymerase wurde bereits erwdhnt (Brock, 1969).

1.2.5 Thermophile Streptomyceten

Die weit verbreitete GattungStreptomyces unterteilt sich aufgrund ihrer
bemerkenswerten taxonomischen Variationen in Végezies und Sub-Spezies. Zur
Zeit sind Uber 500 Arten bekannt. Sie enthalt dashet grof3te Zahl kultivierbarer
Arten in der Klasse der Eubakterien. Streptomycsted aerobe, chemoorganothrope,
Gram-positive Eubakterien mit einen hohen GC-Gekalt 74 %. Bei der den
Actinomyceterzugehorigen Gattung handelt es sich um typischdeBloakterien, die
mycelartig wachsen und sich vorwiegend in trockenezutralen oder alkalischen
Boden finden. Charakteristisch ist der im Frihliags umgebrochenen Bdden
entstromende muffige Geruch, der auf ein aus Stneypteten isoliertes atherisches

Ol, das Geosmin, zuriickzufiihren ist.

Die 6kologische Bedeutung der Streptomyceten kegtallem in der Kompostierung
organische Abfalle. Fur diese 6kologischen Aufgatahen eine Reihe extrazellulare
hydrolytischer Enzyme wie Cellulasen, Hemicellufgs€hitinase, sowie Amylasen,
Lipasen und Proteasen zur Verfiigung, die auch votedhnologischem Interesse
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sind, z.B. fur umweltschonende Papierherstellung.

Von besonderer industrieller Bedeutung ist die §&ii der Streptomyceten zur
Bildung von Sekundaremetaboliten, die oft antilsicti wirken (Kutzner 1986;
Williams et al, 1989). Bisher wurden uber 4000 verschiedene bfgitka aus

Streptomyceten isoliert. Einige davon finden Anwamgl im medizinischen Bereich,

wie Streptomycin, Chloromycetin und verschiedengabycline.

Neben Antibiotika wurden aus Streptomyceten Enzgoeallen sechs Enzymklassen
isoliert und beschrieben (Peczynska-Czoch & Moitdad988; Sanglieet al,1993,

Sidhu et al., 1994). Zudem wurde eine Vielzahl weiterer Wirksubstanzee w
Cytotoxine, Immunosuppressiva, antivirale Stoffengizide, Herbizide aus Stammen

dieser Gattung gewonnen.

Streptomyceten haben gute Wachstumseigenschafteeroeichen hohe Zelldichten.
Sie sind daher fur die Industrie aufgrund einfadBewinnung grof3er Enzymmengen
von besonderem Interesse. Auf einfachen Nahrbodegez Streptomyceten ein
filamentdses Wachstum mit einer Zelldifferenzierudgr Ausbildung von Luftmycel
mit anschlieBender Sporulation. Trotz ihrer prokatischen zellularen Organisation
besitzen die Streptomyceten Ahnlichkeiten mit héhe®rganismen hinsichtlich der
strukturellen Komplexitdt und der multizellularenifferenzierung (Bruton, 1995;
Miquéles, 2000 ; Keleman, 2001).

Die meisten Stamme der GattuStreptomycesvachsen bei moderaten Temperaturen
und sind den mesophilen Bakterien zuzuordnen. Thghife Vertreter dieser Gattung
sind eher selten und wenig beschrieben (Kimal., 1999; Bruins,et al, 2001).
Dennoch sind gerade diese aufgrund ihrer einfadfdtivierungsbedingungen fir
technische Anwendungen interessant (Kutzner, 19B&@rmophile Streptomyceten-
stamme, wie S. thermonitrificansund S. thermoflavus,sind eher im moderat
thermophilen Bereich bis 55°C zu finden (Desai &alah 1967; Williamset al,
1983), es gibt aber auch Stdmme, deren Temperdmiop bei 65°C liegt, z. B.
S. thermophilusind S. thermofuscu@Vaksman & Lechevalied 939).

Noch heute ist die taxonomische Zuordnung therniephstreptomyceten nicht

eindeutig geklart. Wahrend Corbatzal. (1963) die Organismen nicht als thermophil,
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sondern als thermotolerant beschrieben, schlugeave@r & Pagani (1962) vor,
thermophile Streptomyceten nicht als eine Untegdader Streptomyceten anzusehen,
sondern diese einer eigenstandigen Gattuffgermostreptomyceszuzuordnen.
Entsprechend werdedhermostreptomyceteim der 8. Ausgabe von ,Bergey’s

Handbuch fir Bakterien® als eigenstandige Klasgahge(Pridham & Tresner, 1974).

Williams et al (1983) untersuchten eingehend die thermophileap&myceten in
Hinblick auf ihre ph&notypische Einteilung und cgtkn die Stamm&. thermoflavus

S. thermonitrificansind S. thermovulgariinem einzigen Cluster zu, wahrend die als
thermophil charakterisierten Stami@ethermodiastaticys. thermophilusS. thermo-
tolerant S. thermoviolaceum die Peripherie einiger mesophiler Stdmme aezigdn
sind. Thermophile Streptomyceten konnen folglichylpbenetisch eindeutig von

mesophilen Streptomyceten unterschieden werdendf@lbaw et al,, 1987).

Die Speziess. thermovulgarigthermovulgarislat.: allgemein hitzeliebend) weist eine
besondere Thermostabilitdt auf (Lehmacher & Bisgeari990; Inyanget al. 1995).

So wurde aus dem bei etwa 50°C optimal wachsendamr® eine thermophile
Xylose-lsomerase isoliert (Raykovska al, 2001). Thermophile Proteasen haben
groBen Nutzen fir biotechnologische und molekutdogische Anwendungen
(Zeikos et al., 1998; Lasa & Berenguer, 1993). Der in dieser Arlverwendete
Stamm wurde aus nigerianischen Bodenproben isdlieyanget al, 1996). Abb. 6

zeigt eine Bakterienkolonie dieses Stammes nach hgdam auf Agar/Malz
N&hrboden.

S

Abb. 6: Kolonien vonS. thermovulgarisach Wachstum auf Agar/Malz-Nahrboden.
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2 Problemstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Gewinnung vétmoteasen, die sich fur
technische Anwendungen eignen. Diese Proteasetersdihlgende Voraussetzung

erfillen:

a) Guten Wachstumseigenschaften des Bakterienstamme
b) Hohe Enzymaktivitaten

c) Einfache Isolierung

d) Hohe Stabilitat

Insbesondere die beiden letztgenannten Punkteers@h besten durch extrazellulare
Proteasen erfullt sein. Da Exoenzyme nicht mehrchilwdas Zellmilieu geschiitzt
werden und somit extremeren Umwelteinflissen aedge sind, lassen sie eine
gesteigerte Stabilitdt erwarten. Eine weitere Zomahder Stabilitat sollte durch

Verwendung eines thermophilen Organismus erreientien.

In dieser Arbeit wurden Proteasen aus zwei augiaigechen Bodenproben isolierten
Bakterienestammen untersucht. Der StafPaenibacillus spdient als Beispiel eines
einfach zu kultivierenden mesophilen Organism&. thermovulgarisder wahrend

der Anzucht eine hohe Zelldichte aufweist, ist efrermophiler Vertreter der

Streptomyceten. Aus beiden Stammen wurden beréaigreich Exoenzyme isoliert.

Die Exoenyzme sollen durch ein einfaches und eaffekt Reinigungsverfahren aus
dem zellfreien Medium in homogener Form zu gewinsein. Zum Proteasenachweis
wéhrend des Isolierungsverfahrens diente zunachst wnspezifische Testmethode.
Mit Hilfe spezifischer Substrate und Hemmstoffelteohnschliel3end der Proteasetyp
ermittelt werden und weitere Untersuchungen sollfergaben Uber Gréf3e und
kinetische Eigenschaften ergeben. Zusatzlich sdilie Stabilitat der isolierten
Proteasen gegeniber dulReren Einflissen wie Temperad pH untersucht werden.
Schliel3lich soll die Stabilisierung mittels Immasigrung und damit deren technische
Anwendbarkeit Uberprift werden.
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3  Ergebnisse

3.1 Isolierung einer thermophilen extrazellularen Protease aus

S. thermowulgaris

3.1.1 Reinheitstiberprifung des Bakterienstamm

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Gewinnung mgégst stabiler und
thermoresistenter Proteaseaktivitdten. Dazu wureéemerseits Bakterienstamme
untersucht, die aus unwirtlichen Umgebungen stamm#endererseits wurde ein
besonderes Augenmerk auf extrazellulare Enzymeggeta diese im allgemeinen
einfacher zu gewinnen sind als intrazellulare. &srkdabei auf mogliche schadigende
Zellextraktionen verzichtet werden und das betrefee Enzym muss nicht aus einer
Vielzahl unterschiedlichster Zellbestandteile iedliwerden. Besonders aber ist zu
erwarten, dass extrazellulare Enzyme resistentgerggder Umwelteinflisse sind
(Cooper, 1981; Thangam, 2002).

Der aus nigerianischen Bodenproben isolierte Bekistamm S. thermovulgaris
eignet sich aufgrund seiner guten Wachstumseigaftscand der Sekretion
extrazellularer Enzyme besonders zur Untersuchuog Yrotease-Aktivitaten.
Zunachst musste die Reinheit des Bakterienstamramiilit werden. Dazwurden

Malz-Agar Platten gegossen und anschlielRend mér édtammbkultur beimpft. Nach
einer Inkubationszeit von 2 bis 3 Tagen bei 50°Cewalie Platten mit einheitlichen
Kolonien bewachsen, was die Reinheit des Stammesufgée Abb. 7 zeigt eine

einzelne Kolonie in 40facher Vergrol3erung.
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Abb. 7: 40fache Vergrolierung einer Einzelkolonie Wrthermovulgarisiach

Wachstum auf einer Malz/Agar-Platte.

3.1.2 Stammbhaltung vonS. thermovulgaris

Fur die Gewinnung der Dauerkulturen wurde wie inpk& 6.2.1 beschrieben,
vorgegangen. Nach drei Tagen des Wachstums desnZedinS. thermovulgaridbei

50°C wurde der in sterilen Gefalen abzentrifugidliederschlag in wenig Medium
aufgelost. 200 pl der Zellsuspension wurde in IsterReaktionsgefaRen mit 20 %

Glycerin tberschichtet und bei —80°C aufbewahrt.

3.1.3 Optimierung der Kultivierungsbedingung

Fur die Anzucht vors. thermovulgarisvurde ein Medium bestehend aus Hefeextrakt,
Nutrient Broth und Glucose benutzt (s. Abscin2.l). In drei Schritten, einer
Vorkulturen und zwei Zwischenkulturen, wurden diell@n hochgezogen und
schlielich in einem Fermenter inkubiert. Fir dieste Vorkultur wurden

5 Schikanekolben mit einer Fillmenge von 100 mljmi20 ml Medium versetaind
anschliel3end mit 200 ul Stammbakterien angeimpét Klturzeit fir diese, wie auch
fur die Zwischenkulturen betrug 12 h. Die Inkubatier Kulturen erfolgte in einem
Wasserbad-Rundschuttler bei 180 U/min und einerpezatur von 50°C.

Fur die erste Zwischenkultur wurden vier 500 ml i8ahekolben mit je 100 ml
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Medium versetzt und jeder mit 10 ml der hochgewexhks Vorkultur angeimpft. Die
zweite Zwischenkultur bestand aus 4 x 250 ml Medir2 | Schikanekolben, die mit
je 10 ml der vorausgegangenen Zwischenkultur beinwedirden. Die zweite

Zwischen-kultur diente der Beimpfung von 20 | Meadiuder anschlieBenden

Fermentation.

Das Wachstum der Zellen wurde durch Tribungsmesdfeig546 nm verfolgt.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefagst. TBlilbung nahm tber einen
Zeitraum von etwa zwei Tagen zu und blieb dann tasrisin einem parallelen Ansatz
wurde im Kulturmedium Proteaseaktivat mit dem Azmsatest gemessen. Dieser Test
verwendet ein natirliches mit einem Chromophor mmdrtes Protein als Substrat
und erfasst damit alle nattrliche Proteine spakandroteasetypen. Wie in Tabelle 1
zu erkennen, war bereits nach einem Tag im Kultdrome eine deutliche Aktivitat
nachweisbar, die innerhalb 24 h weiter anstiegseildst nach Wachstum Utber 4 Tage
war noch ein weiterer geringfiigiger Anstieg zu kaatitten. In der Abschatzung des
Zellwachstums, der Proteaseaktivitat und mogli@terilitatsprobleme bei sehr langer
Fermentation wurde ein Zeitraum von 96 h als ogtinmnsichtlich der
Proteaseproduktion angesehen und die weiteren Réatimnen zur Gewinnung der

Proteaseaktivitat Uber diesen Zeitraum durchgefihrt

Tabelle 1: Zellwachstums vois. thermovulgarign Vollmedium in einem 20 |
Fermenter bei 50°C. Die Zelldichte wurde durch Tnidsmessung bei
546 nm bestimmt. Parallel dazu wurde im Kulturmedigroteaseaktivitat

mit dem Azocaseintest bei 350 nm gemessen

Inkubationszeit [h] Tribungsmessung [546 nm] Aktivitatsmessung [350 nm]
12 0,843 0,345
24 1,438 0,840
48 1,568 0,837
72 1,623 0,867
96 1,687 0,977
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Ein weiteres Problem ergab sich hinsichtlich des-\gétts. Im Laufe der
Fermentation fiel der pH-Wert kontinuierlich bisfgaH 3 ab, wodurch sich das
Zellwachstum von selbst einstellte. Daher wurdea Bermentationen pH-statisch

gefahren und der pH-Wert Uber einen Regelkreislau’.2 konstant gehalten.

Die Zellmasse einer Fermentation betrug durchsttichid5 g. Die Zellen wurden mit
einer Durchlaufzentrifuge abgetrennt und nicht areiverarbeitet. Der Uberstand

wurde in Portionen zu 2 | aufgeteilt und bis zuiteren Verarbeitung eingefroren.

3.1.4 Konzentrierung des Kulturiberstand

Das grof3e Volumen des Kulturtiberstandes erforderéchst einen Konzentrierungs-
schritt. Hierfur wurde der Uberstand bis zu einétti§ung von 80% mit festem

Ammoniumsulfat versetzt, fir eine Praparation mitl 2vurden 1122 g bendtigt

(Holtzhauer, 1988). Die Zugabe des Salzes erfdégtgsam bei 4°C unter standigem
Ruhren Uber Nacht. Der ausgefallene Niederschlagdevabzentrifugiert und die

Uberstehende Losung verworfen. Zwei | Kulturiiberdtargaben 16 g Niederschlag,
dieser wurde in 20 ml 0,05 M Tris-HCI pH 7,5 gel6st

Zur Entfernung des Ammoniumsulfats wurde die Losgegen 1 | 0,05 M Tris-HCI
pH 7,5 dialysiert. Der Puffer wurde in Zeitabstamden etwa 2 Stunden insgesamt

viermal gewechselt. Das Dialysat hatte ein Endveluwon 50 ml.

3.1.5 lonenaustauschchromatographie

Als erster Reinigungsschritt der Protease &his thermovulgariswurde eine

lonenaustauschchromatographie herangezogen, dee ggol3e Kapazitat bei guter
Auftrennung hat und sich daher fur grof3ere Protemgen und wenig vorgereinigte
Fraktionen besonders eignet. Ein Vorversuch mit démionenaustauscher
DEAE-Cellulose ergab jedoch nur eine schwache Bigdier Proteaseaktivitat an das

Material und daher keinen besonderen Reinigungddeffe

Es wurde deshalb ein Kationenaustauscher mit ©skul als Matrix und
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Carboxymethyl-Resten als funktionelle Gruppen (CMh@ose) verwendet. Eine
Séuleder Lange: 20 cm und einem Durchmesser von 2vande mit diesem Material
gefullt und mit 0,05M Tris-HCI pH 7,5 &aquilibried@ann wurden 20 ml des Dialysats
des mit Ammoniumsulfat konzentrierten Kulturtibenskas vonS. thermovulgariguf
die Saule aufgetragen. Die Elution der Proteassgtef mit Hilfe eines aufsteigenden
Gradienten von 0 bisO,5M NaCl in 0,06M Tris-HClI pH 7,5 mit einem

Gesamtvolumen von 300 ml. Die Fliel3geschwindigkettug 1 ml/min.

Insgesamt wurden 100 Fraktionen von je 3 min gesalmrdede zweite Fraktion
wurde getestet. Die Ergebnisse der UV-Absorptionisoder Messungen der
proteolytischen Aktivitat mittels Azocasein sind Abb. 8 wiedergegeben. Es sind
zwei Maxima fur die Absorption bei 280 nm zu erkenndas erste gréf3ere Maximum
bei den Fraktionen 12-19 und ein weiteres weséntieineres Maximum bei den
Fraktionen 30-34.

Auch die Bestimmung der Proteaseaktivitit mit demodaseintest zeigte zwei
Absorptionsmaxima, das erste zwischen den Frakiioh2-23 und das zweite
zwischen den Fraktionen 27-35 (s. Abb. 8). Damitlefa Protein- und
Aktivitatsmaxima weitgehend zusammen. Die beiden tivitiitsmaxima sind
offensichtlich auf zwei unterschiedliche protedgtie Aktivitaten zurtckzufuhren.
Allerdings sind die Intensitatsverhaltnisse dettherschieden. Wahrend die beiden
Aktivitatsmaxima vergleichbar sind, ist das erstesérptionsmaximum bei 280 nm
wesentlich groRer als das zweite. Entsprecherdlasspezifische Proteaseaktivitat im
zweiten Maximum deutlich héher als im ersten, wah dAusschlag gab, diese
Aktivitat weiter zu verfolgen, auch wenn deren Getaktivitat etwas geringer war.
Die aktiven Fraktionen des zweiten Maximums wurdereinigt, konzentriert und die
Enzymaktivitdt sowie der Proteingehalt nach der Hdde von Bradford (1976)

bestimmt
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Abb. 8:
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Elutionsprofil des dialysierten AmmoniumsulfateNerschlags von

S. thermovulgarismach Chromatographan CM-Cellulose. Es wurden

20 ml des dialysierten Ammoniumsulfatprazipitat$ emem Proteingehalt
von 76 mg aufgetragen und mit einem GradientenOvofl,5 M NacCl in
0,05 M Tris-HCI pH 7,5 eluiert. Bei einer FlieRgksendigkeit von

1 ml/min wurden Fraktionen zu je 3 ml gesammeld. Absorption bei

280 nm, @) Enzymaktivitat, bestimmt mit dem Azocaseintest3i® nm.
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Tabelle 2: Zusammenfassung der Ergebnisse der Reinigunggseatheit extra-

zellularen Protease aGs thermovulgaris.

Reinigunsschritte Kulturfiltrat nach Ammonium- Eluat der CM-Cellulose-
sulfatfallung Chromatographie

Volumen [ml] 50 9
Gesamtprotein [mg] 191,74 4,95
Proteinkonzentration 3,83 0,55
[mg/ml]
Gesamtaktivitat [U] 82,2 10,8
Spezifische Aktivitat 428,7 2181
[mU/mg]
Anreicherung 1 5
Ausbeute [%] 100 33

In Tabelle 2 sind die Ergebnisse der Reinigung th&rmophilen Protease aus
S. thermovulgarisiach Ammoniumsulfatprazipitation und CM-Cellulosgssammen-
gefasst. Durch den Kationenaustauscher erhohtedgcbpezifische Aktivitat um das
Funffache. Die Ausbeute betrug 33 %, wobei diesktiviatsverlust hauptsachlich
auf die Abtrennung der zuerst eluierten Proteasbanach CM-Cellulose-

Chromatographie zurtickzuftihren ist.

3.1.6 Reinheitsbestimmung der isolierten Protease aus thermowvulgaris

3.1.6.1 SDS-PAGE

Zur Reinheitskontrolle der isolierten Protease wulds zweite Elutionsmaximum der
CM-Cellulose-Saule sowie das Ammoniumsulfatpraaipities Kulturiberstandes
einer SDS-PAGE nach Laemmli (1970) unterworfen. Ba$ war 10%ige beziglich
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Acrylamid. Als GréRenstandards diente eine Praggir von 20-150 kDa (Abb. 9).

Wahrend in der Probe nach der Ammoniumsulfatprégipn noch eine grof3e Anzahl
von Proteinbanden zu erkennen ist (linkes Gel,leng&tSpur), zeigt sich im Eluat des
Kationenaustauschers sowohl nach Anfarbung mite8#iobbung (linkes Gel, rechte
Spur) wie mit Coomassie Brillantblau (rechtes Gelgchte Spur) nur noch eine
homogene Bande. Die beiden Reinigungsschritte dam@éniumsulfatfallung und

CM-Cellulose-Chromatographie  waren demnach auszagth ein reines

Enzympréaparat zu erhalten.

Abb. 9: SDS-PAGE des Eluats der CM-Cellulose.
Linkes Gel:
linke Spur: Standardproteine (molekulare Massed ks angegeben);
mittlere Spur: Kulturfiltrat nach Ammoniumsulfatfdhg (18,4 pg);
rechte Spur: gereinigte Enzymfraktion nach CM-Ce#ia-
Chromatographie (0,5 pug). Die Anfarbung erfolgté &iibernitrat.
Rechtes Gel,
linke Spur: Standardproteine mit Angabe der moletari Massen;
rechte Spur: Enzymfraktion (9 pg) nach CM-Celluld3ee Anfarbung
erfolgte mit CoomassiBrillant-blau.
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Aus der elektrophoretischen Wanderungsstrecke therdardproteine auf der SDS-
PAGE léasst sich die molekulare Masse der isolieRestease auS. themovulgaris
bestimmen. In Abb. 10 sind die WanderungsstreclerStandardproteine aus dem in
Abb. 9 dargestellten Versuch (rechtes Gel) gegenLagarithmus ihrer molekularen
Massen aufgetragen. Die Zuordnung der molekularesskl der Standardproteine
erfolgte nach Herstellerangaben. Uber die halbltdgaische Auftragung konnte fiir
die isolierte Protease a® thermovulgarisnit einer Wanderungstrecke von 4,7 cm

eine molekulare Masse von 24 kDa ermittelt werden.

y =-0,3144x + 5,8584

4’38 \

N w BN
| | |

log Molekularmasse [Da]

=
|

0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 s 6 7
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Abb. 10: Bestimmung der molekularen Masse der isoliertete@dse auS. thermo-
vulgaris.Die molekularen Massen der Standardproteine wulnddin
logarithmisch in Abh&ngigkeit inrer relativen Beviegkeit im 10%igen
Polyacrylamidgel auftragen. Die Daten sind demtertiGel aus Abb. 9
entnommen. Die vertikale Linie gibt die Positiorr ¥iéanderungsstrecke
der Protease, die horizontale Linie die daraudtiesende Molekilmasse

an.
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3.1.6.2 Native Gelelektrophorese

Die homogene Bande der isolierten Protease 8usthermovulgarisin der

SDS-Elektrophorese spricht fir eine reines Prapatastehend aus einer
Proteinspezies. Allerdings kann Aggregation zu mehr Untereinheiten nicht
ausgeschlossen werden, wie auch nicht die Moglitlgkeer Verunreinigung an der
gleichen Position in der Elektrophorese. Daher wuals weiteres Reinheitskriterium
die diskontinuierliche Gelelektrophorese unterveti Bedingungen gewahlt, bei der

das Protein neben der Grol3e vor allem nach seswhurig wandert.

Die Zusammensetzung des Gels bei der nativen Gelgbdhorese war identisch mit
den Gelen fur die diskontinuierliche SDS-Elektroms®, nur wurde SDS
weggelassen. Dadurch bleibt die native Konformaitilem Proteine erhaltemNach

beendeter Elektrophorese wurde das Gel entnomneliernProteinbanden mit Hilfe

der Silberfarbung sichtbar gemacht.

Abb. 11: Elektropherogramm einer nativen Gelelektrophoresasblierten Protease
ausS.thermovulgariamit anschlieBender Silberfarbung nach Kationen-
austausch-Chromatographie. Auftragsmengen: linkis(Broteingehalt:
0,14 ng); rechts 10 ul (Proteingehalt: 0,36uQ).

Abb. 11 lasst deutlich auch hier nur eine Bandemmnkn. Somit lag das Enzym nach

der Reinigung mittels Kationenaustauscher-Chronraggge in reiner Form vor.
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3.1.6.3 Zymographie

Auch wenn die homogene Bande in der nativen Elpkiboese mit grol3er
Wahrscheinlichkeit der isolierten Protease Suthermovulgariguzuordnen ist, sollte
diese Aussage durch einen direkten Aktivitatsnachwekraftigt werden. Bei dieser
Technik wird die Proteaseaktivitat des getrennterotedths direkt nach der
elektrophoretischen Auftrennung detektiert. Die t€ree werden hierbei unter
denaturierenden, nicht aber reduzierenden Bedirgguggtrennt. Hierbei wurde eine
0,1%ige Gelatine-L6sung als Substrat zusammen emt 8DS-Gel copolymerisiert
(s. Abschn. 6.2.6.4). Auf das Gel wurden 30 plEesits der CM-Cellulose mit einem
Proteingehalt (45 pug) a thermovulgariswfgetragen. Das Proteins wurde in einem
2,5%-igen Sammelgel bei pH 6,8 gesammelt, die Tuegrerfolgte in einem 10%igen
Trenngel im alkalischen Bereich bei pH 8,8 bei eiigomstarke von 28 mA. Nach
Ende der Elektrophorese wurde das Gel aus der Kanem@mommen und zur
Entfernung von SDS aus dem Gel mit einer 2,5%-ig&sung von Triton-X-100 fur
eine Stunde inkubiert. Der anschlieRende protesullgg Gelatineabbau erfolgte in 0,05
Tris-HCI pH 7,5 bei 50°C bei standigem Schittelreriblacht. Danach wurde das
Gels mit Coomassie Brillantblau angefarbt. Durck mh Gel gleichmalig verteilte
Gelatine nahm das Gel eine homogene Blaufarbungdiannur an der Stelle des
Gelatineabbaus ausbleichte (Abb. 12).

Abban der
copolyvmerisierten
Gelatine 1m Gel

Abb. 12: Aktivitdtsanfarbung der gereinigten Protease Swuihermovulgarigach
elektrophoretischer Auftrennung auf einem mit 0,ib¥-Gelatine co-
polymerisiertem 10%igen Polyacrylamidgel. Die Gedting erfolgte mit

Coomassie Brillantblau.
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3.1.7 Bestimmung der molekularen Masse durch Gelfiltration

In der SDS-PAGE wurde fir die isolierte Proteass 8§u thermovulgariseine

homogene Bande gefunden, die entsprechend einakuotate Masse von 24 kDa
wanderte. Doch kann weder aus dieser Methode nogh der nativen
Gelelektrophorese unterschieden werden, ob das nEnmatlrlicherweise als
Monomer dieser Grof3e vorliegt oder aus mehrererrdimheiten aufgebaut ist. Die
Bestimmung der molekularen Masse Uber die Gelfitnschromatographie sollte

diese Frage klaren.

Eine Saule der Mal3e (74 cm; @ 2 cm) wurde mit Sayh&-200 gefillt und mit
0,05 M Tris-HCI, pH 7,5 aquilibriert. Zur Eichunged Saule wurden verschiedene
Substanzen unterschiedlicher Gro3e aufgetragentrdddau aud_euconostoc ssp
mit einer Molmasse von 2000 kDa liegt Gber dem Tibemeich der Saule und diente
in einem ersten Lauf der Bestimmung des Ausschbalgswens. Die Elution wurde bei
einer Absorption von 580 nm verfolgt und somit fokn von 117 ml bestimmt.
Katalase aus Rinderleber (240 kDa), Lactat-Dehyelnage (LDH) aus Schweineherz
(140 kDa) und BSA (67 kDajlienten als GroRRenstandards. Das Volumen vom
Auftragen der Standards auf die Saule bis zum Atesirder Elutionsmaxima wird als
Elutionsvolumen definiert. Aus den Verhaltnis deslutiBnsvolumen zum

Ausschlussvolumen ergibt sich der Grad der Retardgeder Proben.

Die unbekannte Protease wurde zusammen mit derd&tproteine auf die mit
0,05 M Tris-HCI, pH 7,5 aquilibrierte Saule aufgejen und mit einer Elutions-
geschwindigkeit von etwa 0,8 ml/min mit dem gleichBuffer eluiert. Es wurden
Fraktionen von je 2,4 ml gesammelt. Die Enzymatdivder Protease wurde mit dem
Azocasein-Test bei 350 nm gemessen. Die spektresiopdetektierte zeitliche
Abnahme der Absorption bei 240 nm infolge der Réidukvon HO, zu HO war ein
Mal3 der Katalaseaktivitat. Die LDH-Reaktion wurdeeiidie Reduktion von Pyruvat
zu Lactat anhand der Abnahme der Absorption von NAi2i 340 nm verfolgt. BSA
wurde durch UV-Absorption bei 280 nm detektiert Abb. 13 sind die Messwerte in

einem Elutionsprofil gegen die Fraktionsnummerrgatragen.
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Abb. 13: GroRRenbestimmung der Protease &uthermovulgarisn Sephacryl
S-200 mit den Standardsubstanzen bekannter Masigeriele Mengen
wurden aufgetragen: Katalase 0,1 mg; BSA 1mg; LDiHg; Protease
ausS. thermovulgarisl,65 mg. Die Elution der Substanzen erfolgte mit
0,05 M Tris-HCI, pH 7,5. Es wurden Fraktionen maivgils 2,4 ml
gesammelt und spektroskopisch detektiert.

Die linke Absorptionsskala zeigt die Bestimmung Watalase bei 240
nm Uber die Reduktion von,B, zu H,O (A), von BSA bei 280 nmilf)
und der Protease aBs thermovulgari®ei 350 nm {). Die rechte
Absorptionsskala zeigt die LDH-Bestimmulbegi 340 nm ¢) Uber
Reduktion von Pyruvat zu Lactat und die Absorptron Dextranblau
bei 580 nm @).

Aus Abb. 13 wurden die Elutionsvolumina der Eiclipioe Katalase, LDH und BSA
ermittelt und zusammen mit dem ElutionsvolumenPRimtease auS. thermovulgaris

in Tabelle 3 wiedergegeben.
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Tabelle 3: Molmassen und Elutionsvolumina der Eichproteine dedProtease aus

S. thermovulgarisir die Gelfiltration auf Sephacryl S-200.

Substanzen Molekulare Masse [Da] Elutionsvolumen [ml]
Katalase 240000 149
LDH 140000 155
BSA 67000 190
Protease aus S. thermovulgaris 28800 213

In Abb. 14 sind die ermittelten Elutionsvoluminar dgichproteine gegen den

Logarithmus der molekularen Massen aufgetragen.deudinearen Regression wurde

die Masse des isolierten Enzyms zu 28,8 kDa bedtiler Wert ist zwar etwas hoher
als der bei der SDS-PAGE bestimmte Wert von 24 kilech kann aufgrund der
homogenen Bande bei der SDS-PAGE und dem Resaeitaelfiltration geschlossen

werden, dass die isolierte Protease dhisthermovulgarisnattrlicherweise in

monomerer Form vorliegt.
300 -

250 - \
213

200 A

150 -

100 -

Elutionsvolumen [ml]

50 -

y =-73,48x + 320,29

log Molare Masse [Da]

Abb. 14: Elutionsvolumina der Eichproteine Katalase, LDH B%#A in

Abhéangigkeit vom Logarithmus ihrer molekularen Mad3ie Linien zeigen

das Elutions-volumen und die sich daraus ergebblaleasse flr die

Protease auS. thermovulgaris
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3.2 Reinigung einer extrazellularen Protease aus

Paenibacillus sp.

3.2.1 Zellkultivierung von Paenibacillus sp.

Der aus nigerianischen Bodenproben isolierte Bakistamm Paenibacillus sp.
wurde ebenfalls auf Segregation extrazellularetdasen untersucht. Zur Herstellung
von Stammkulturen wurde wie in Abschn. 6.2.4 basti®n vorgegangen. Nach zwei
Tagen Wachstum i150 ml Vollmedium aus Nutrient Broth bei 30°C wunddie
Zellen in sterilen Gefalen abzentrifugiert. Die etbgnnten Zellen wurden
anschlieend in 5 ml Vollmedium suspendiert ungdf pl Portionen Uber eine sterile
20%-igen Glycerinlosung geschichtet. Die Stammkeahu wurden bei —-80°C

aufbewahrt.

Zur Kultivierung der Bakterienzellen wurde in einasrsten Schritt eine Vorkultur
bestehend aus 50 ml Vollmedium in einem Schikarekol mit 0.2 ml der

Stammkultur angeimpft. Die Kultivierung erfolgte i@inem thermostatisierbaren
Inkubator bei 120 U/min und 30°C fir 24 h. In einemeiten Schritt wurde das
Hauptkulturmedium, bestehend aus gelostem Trypgtafeextrakt, Magnesiumsulfat
und Gelatine in 1 | B0, mit der Vorkultur angeimpft und flir 48 h bei 80°
geschittelt. Anschlieend wurden die Zellen in rinBurchlaufzentrifuge

abzentrifugiert. Der Uberstand mit einem Volumem 890 ml wurde fur die weitere

Aufarbeitung verwendet beziehungsweise eingefratenZellen wurden verworfen.
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3.2.2 Ammoniumsulfatfallung und Dialyse

Fur die Anreicherung der Protease d&eenibacillus. spwurden zu 800 ml des
Kulturiiberstands 448 g fein zermoérsertes Ammonidfasiiber einen Zeitraum von
1 h zugegeben, um eine 80%ige Endkonzentratiomzelen (Holtzhauer, 1988). Der
Niederschlag wurde abzentrifugiert und in 20 mI50M Kaliumphosphat pH 7,5
gelost. Zur Entfernung von Ammoniumsulfat wurde digdssung in einem

Dialyseschlauch gefillt und tber 12 h gegen 1 bW Kaliumphosphat pH 7,5
dialysiert, wobei der Puffer in Abstanden von jd&/& h viermal gewechselt wurde.
Es resultierten 30 ml Proteinlésung, die mittetgeeiUltrafiltrationsmembran mit einer

Ausschlussgrenze von 10 kDa in einer Rihrzellel@uhl eingeengt wurde.

3.2.3 Gelfiltrationschromatographie an Sephacryl S-200

Fur die Reinigung der Protease aBsenibacillus sp.wurde die konzentrierte
Proteinlosung des Ammoniumsulfatprazipitats auf eeinSephacryl S-200
Gelfiltrationsdule aufgetragen. Bei einem Fluss toml/min wurden Fraktionen zu

3 ml gesammelt.

Zur Abschatzung der Proteinverteilung wurde die gkpson bei 280 nm verfolgt,

mittels des Azocaseintests wurde bei 350 nm dieeBseaktivitdt gemessen.

In Abb. 15 ist das Elutionsprofil des Gelfiltrat&laufs dargestellt. Im Eluat fanden
sich zwei Absorptionsmaxima bei 280 nm, das ersieden Fraktionen 23-29, das
zweite bei den Fraktionen 41-57. Beide Maxima =zgigkeine Proteaseaktivitat.
Vielmehr konnte mit dem Azocaseintest Enzymaktivivischen den beiden
UV-Absorptionsmaxima bei den Fraktionen 39-42 gd&m werden, die folglich
wenig Protein enthielten. Die aktiven Fraktionenrdan vereinigt und mit Hilfe der

Ultrafiltration an einer 10 kDa-Membran auf 4 mhgeengt.
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Abb. 15: Chromatographie des dialysierten Ammoniumsuléaimitats von
Paenibacillus spauf einer Sephacryl S-200-Saule. Die Saule et
Lange von 90 cm und einen Durchmesser 2 cm. Sidenvzuvor mit
(0,05M Kaliumphosphat pH 7,5) aquilibiriert. Es wtan 13,2 mg der
Probe in 6 ml aufgetragen und mit dem gleichend?@&luiert. Bei einer
Lauf-geschwindigkeit von 1 ml/ min wurden Fraktiorais 3 ml

gesammelt.
(A), Absorption bei 280 nm;X), Azocaseintest bei 350 nm.

In Tabelle 4 sind die Messwerte der Aktivitatsmessund der Proteinbestimmung
der Protease auBaenibacillus sp nach Ammoniumsulfatprézipitation sowie nach
Gelfiltration zusammengefasst. Wahrend des Reimgguerlaufs der Protease aus
Paenibacillus spwurde der Proteingehalt stark reduziert. Am Ende gesamten

Reinigung ist das Enzym atfenibacillus spbei einer Ausbeute von 65 % und um

das 1,7-fache angereichert.
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Tabelle 4: Zusammenfassung der Messwerte der Ammoniumsulfagtgtion und
der Gelfiltration der extrazellularen Protease Rasnibacillus spDer
Proteingehalt wurde nach der Methode von Bradfd&¥§) und die
Enzymaktivitat mittels des Azocaseintests bei 3%0bestimmt. Das

Eluat der Gelfiltrationssaule wurde nach Einengbestimmt.

Reinigunsschritte Kulturfiltrat nach Eluat der
Ammoniumsulfatfallung Sephacryl S200
Volumen [ml] 52 4
Gesamtprotein [mg] 1144 5,2
Proteinkonz. [mg/ml) 2,2 13
Gesamtaktivitat [U] 64,01 4,804
Spezifische Aktivitat 559,52 923,84
[mU/mg]
Anreicherung 1 1,7

Ausbeute [%] 100 65
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3.2.4 Reinheits- und GrofRenbestimmung der Protease alaenibacillus sp.

3.2.4.1 SDS-PAGE

Zur Uberpriifung der Reinheit wurde die isoliert@tBase au®aenibacillus spder
SDS-PAGE in einem 10%igen Acrylamidgel unterworféibb. 16 zeigt neben den
Standardproteinen in Spur (A) der dialysierte Amiaorsulfatniederschlag in Spur
(B). Ganz rechts (C) ist das konzentrierte Eluat @elfiltration aufgetragen
Wahrend im Ammoniumsulfatprézipitat noch mehrereténbanden zu sehen sind,

ergab das Eluat der Gelfiltrationschromatographie Bomogene Bande.

A B C

200

120

100
85

70
60

50

40

30

20

15

10

Abb. 16: SDS-PAGE der gereinigten Protease Rasnibacillus sp.
A) Proteinstandard (10kDa-Leiter, die molekularesstn sind am linken
Rand angegeben); B) aufgeltstes, dialysiertes Amummsulfatprazipitat
(Auftragsmenge 10,6 pg); C) Eluat nach Gelfiltrat{0,64 1 g). Die Proteine
auf dem SDS-PAGE wurden mit Coomassie Brillantladagefarbt
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Die relativen molekularen Massen der Standardpretevurden halblogarithmisch

gegen die Wanderungsstrecke aufgetragen (Abb. 1é)Vilanderungsstrecke der

Protease auBaenibacillus splag bei 3,8 cm. Daraus resultiert eine molekuMesse

von 17,4 kDa.
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Abb. 17: Bestimmung derelativen molekularen Masse der gereinigten Preteas

Paenibacillus sp.Die molekularen Massen der als Standards verwemdete
Proteinleiter sind halblogarithmisch gegen ihratiee Beweglichkeiten im
10%igen Polyacrylamidgel aufgetragen. Die vertikatee zeigt die
Wanderungsstrecke, die horizontale Linie die s@fads ergebende

molekulare Masse der unbekannten Protease.

Nach einem vergleichbaren SDS-PAGE-Lauf wurde dab dastatt mit Coomassie

Brillantblau mit Silber-Farbung behandelt, um moéhé schwache Banden sichtbar zu

machen

Ammoni

(Abb. 18). Auf das Gel wurde neben dem Pisitndard (A) der dialysierte

umsulfatniederschlag aufgetragen (B).
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Wie in Abb. 18 zu erkennen ist, ergibt sich fir dgsereinigte Enzym aus
Paenibacillus spnach der Gelfiltration in Spur (C) ebenfalls elmemogene Bande,
so dass wesentliche Verunreinigungen ausgeschlaogseten kénnen. Im Vergleich
zu den aufgetragenen Proteinstandards wurde eitekuatare Masse von ca. 18 kDa

bestimmt, in guter Ubereinstimmung mit dem in Abb.erhaltenem Wert.

kDa
120
100

70 —
60 —

50 —

30 —

15 -

Abb. 18:. SDS-PAGE der gereinigten Protease Rasnibacillus sp.
A) Proteinstandards mit Angabe der relativen mdiaian Massen; B)
Ammoniumsulfatniederschlag (10,6 pg); (c) Eluatméelfiltration
(0,64u0). Das Gel wurde mit Silbernitrat gefarbt.
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3.2.4.2 2D-Elektrophorese

Die isolierten Protease auBaenibacillus sp zeigt zwar in der SDS-PAGE eine
homogene Bande, was auf vollstandige Reinheitefgbh lasst, eine Verunreinigung
genau an der gleichen Position wie die der Protdeman aber nicht vollig
ausgeschlossen werden. Ein sehr gutes Reiniguteyakm ist die kombinierte
Technik der isoelektrischen Fokussierung (IEF) u8®S-PAGE in der 2D-
Elektrophorese, die sowohl nach Ladung beziehungewkem isoelektrischen Punkt,
wie nach GrofR3e trennt. Dieser Methode wurde dikeise Protease augaenibacillus
sp. nach der Ammoniumsulfatprézipitation und der @edtionschromatographie
unterworfen. In der ersten Dimension der 2D-Elgitarese erfolgte die Auftrennung
nach dem isoelektrischen Punkt durch stufenweisgamiingsanstieg von 200 V auf
2000 V. Wahrend der zweistiindigen Trennung wandetiee Proteine im elektrischen
Feld, bis sie an dem ihrem isoelektrischen Punkspeachenden pH-Wert im Gel
fokussierten. Die infFokussierungsstreifen gesammelten Proteine wurdewsiten
Schritt in einer diskontinuierliche SDS-PAGE nadeinmli (1970) bei 200 V und 30
mA aufgetrennt. Dabei wurden die Disulfidbriickemaiueine Reduktionsreaktion mit
DTT getrennt. AnschlieBend wurden die Sulthydryli@sen in einem
Alkylierungsschritt umgesetzt um die Wiedervereumg zu verhindern (s. Abschn.
6.2.6.3). Nach der Trennung in der zweiten Dimemsiurden die Proteine mit

Silberfarbung sichtbar gemacht.

Die 2D-Elektrophorese des Ammoniumsulfatprazipitatsb. 19) zeigt zwei deutliche
Proteinflecken im alkalischen Bereich bei etwa pHD8r kleinere Proteinfleck liegt
im Bereich einer molekularen Masse von ~ 18 kD#&Jlrereinstimmung mit dem in
der eindimensionalen SDS-PAGE bereits bestimmtenrt Wér Protease aus
Paenibacillus spDer gro3eren Fleck liegt im Bereich einer molekehaMasse um 40
kDa und konnte moglicherweise aus mehreren Kompgenerusammengesetzt sein.

Dieser Proteinfleck wurde nicht weiter untersucht.
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Abb. 19: 2D-Elektrophorese des aufgeldsten, dialysierten Amomsulfatnieder-
schlags auBaenibacillus spmit einem Proteingehalt von 5 pg. Die
Trennung erfolgte in der ersten Dimension durcklekdrische
Fokussierung von 200-2000 V und in der zweiten Disnen in einem
10%igen SDS-Gel bei einer Stromstarke von 30 mA Gal wurde mit

Silbernitrat gefarbt.

In Abb. 20 ist das konzentrierte Eluat der SepHaéunfe aufgetragen. Es ist nur noch
ein Proteinfleck entsprechend einer molekularenddasn ca. 18 kDa zu erkennen.
Damit konnte mit Hilfe der 2D-Elektrophorese sowder isoelektrische Punkt der
Protease au®aenibacillus spim Bereich von pH 8.0 lokalisiert, wie auch deren

Reinheit nachgewiesen werden.

FUr eine genauere Interpretation der auf dem GEbmn von Flecken akkumulierten
Proteine missen besondere Techniken angewendeemwerig beispielsweise eine
Sequenzanalyse mittels Edman-Abbau oder modernd&tr8gkopieverfahren wie
»,MALDI-TOF-MS* oder ,LC-NMR-MS* (Dachtleret al.,2000).
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Abb. 20:
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2D-Elektrophorese der gereinigten ProteasdPaiesibacillus spnach
Gelfiltration. Es wurden 10 ug Protein aufgetrageie. Trennung erfolgte
in der ersten Dimension nach dem isoelektrischerkUEF) von 200-
2000 V, in der zweiten Dimension in einem 10%ig&8&SGel (SDS-
PAGE) bei einer Stromstarke von 30 mA.
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3.2.4.3 Zymographie

Ein direkter Aktivitdtsnachweis der isolierten Ryate audPaenibacillus sp.im

Polyacrylamidgel wurde, wie bereits fir die Proteasus S. thermovulgaris
beschrieben (s. Abschn. 3.1.6.3), durchgefuhrt.wiisden 30 ul des Eluats der
Sephacrylsaule der Protease Ragnibacillus spmit einem Proteingehalt von 40 ug
auf das mit 0,1%iger Gelatine copolymerisierte @dljetragen. Auf dem in Abb. 21
gezeigten Zymogramm ist eine einzelne breite Bamde Grol3enbereich der

gereinigten Protease aBaenibacillus spvon ~ 18 000 (vglAbb. 16 zu erkennen.

Abbau der
copolymerisierten
Gelatme 1m Gel

Abb. 21: Zymographische Aktivitatsbestimmung der gereinigteotease aus
Paenibacillus spnit einem Proteingehalt von 3,4 ug nach der
Gelfiltrations-chromatographie. Die Trennung erfelg einer 10 %igen
PAGE, copolymerisiert mit einer 0,1%igen Gelatirseitg. Die
Elektrophorese erfolgte bei 28 mA.
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3.2.5 Bestimmung der molekularen Masse durch Gelfiltration

Die native Grof3e der isolierten Protease Ragnibacillussp. wurde wie bei der
Protease auS. thermovulgarigiurch Gelfiltration an Sephacryl S-200 (vgl. Absch
3.2.5) bestimmt. Als GrolRenstandards dienten Ksg¢akus Rinderleber (240 kDa),
Lactat-Dehydrogenase (LDH) aus Schweineherz (14@)kbnd Hamoglobin aus
Rinderblut (67 kDa).

Die Standardproteine wurden zusammen mit der ume&a Protease auf die mit
0,05 M Tris-HCI, pH 7,5 aquilibrierte Saule aufgefen und mit einer Flussrate von
etwa 0,8 ml/min mit dem gleichen Puffer eluiert. \l#srden Fraktionen von je 2 ml
gesammelt. Die Enzymaktivitdt der Protease wurde dem Azocasein-Test bei
350 nm gemessen, die Absorption von Hamoglobin H&4 nm. Die

Aktivitatsmessungen von Katalase, LDH und Trypsholgten nach den in Abschnitt
6.2.8 beschriebenen Testverfahren. In AP sind die Messwerte in einem

Elutionsprofil gegen die Fraktionsnummern aufgetrag

Es ist zu erkennen, dass die Aktivitat der Proteas®aenibacillus spim niederen

Molmassenbereich nach dem Hamoglobin eluiert wurden
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Abb. 22: GroRenbestimmung der Protease Rasnibacillus span Sephacryl S-200
(90cm, 2cm).
Folgende Standardsubstanzen bekannter Masse wauétptragen:
Katalase 0,1 mg; Hamoglobin 1mg, LDH 1mg, sowie ttenblau zur
Bestimmung des Ausschlussvolumens und die Protseestaenibacillus sp.
1,65 mg.
Die Elution der Substanzen erfolgte mit 0,05 M FHiGI, pH 7,5. Es wurden
Fraktionen mit jeweils 3 ml gesammelt. Die linkesptionsskala zeigt die
Bestimmung der Aktivitat von Katalase bei 240 nrerithe Reduktion von
H,0, zu H,O (M), von Hamoglobin bei 404 nm<(), und die Absorption der
Protease auBaenibacillus spbei 350 nm ¢) tber Reduktion von Pyruvat
zu Lactat.
Die rechte Absorptionsskala zeigt die Absorption t®H. bei 340 nm 4A)
und die Absorption von Dextranblau bei 546 i) (
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Tabelle 5: Molmassen und Elutionsvolumina der Eichproteine dedProtease aus
Paenibacillus sptur die Gelfiltration auf Sephacryl S-200.

Substanzen Molekulare Masse [Da] Elutionsvolumen [ml]

Katalase 240000 108

LDH 140000 118

Hamoglobin 67000 146

Protease aus Paenibacillus sp. 14450 158

In Abb. 14 sind die ermittelten Elutionsvoluminar deichproteine gegen den

Logarithmus der Molmassen aufgetragen. Aus deratgre Regression wurde die

Masse des isolierten Enzyms zu 14,45 kDa bestimmit.
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Abb. 23:

Elutionsvolumina der Eichproteine Katalase, LDitl Hamoglobin und
nach Gelfiltration auf Sephacryl S-200 in Abhangigkeom Logarithmus
ihrer molekularen Massen. Die vertikalen bzw. hamialen Linien zeigen
das Elutionsvolumen und die sich daraus ergeberamaése fur die

Protease auBaenibacillus sp.
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3.2.6 Uberblick uiber die Reinigungsverfahren der Protease aus

S. thermovulgaris und Paenibacillus sp.

In dieser Arbeit ist es gelungen, zwei verschiedeReoteasen aus den
Bakterienstammé&. thermovulgarisind Paenibacillus spin reiner Form zu isolieren.
Einen Uberblick tiber Kultivierung und Reinigungdeéiren beider Enzymaktivitaten
zeigt das Schema in Abb. 24.

Kultivierung von  S. thermovulgaris Kultivierung von Paenibacillus sp.
Vollmedium, 50T, 20 | Fermenter Vollmedium, 30T, 1 | Schiittelkultur
] L !

Konzentration der Proteinlésung
Ammoniumsulfatféllung und Dialyse

L. .
S. thermovulgaris Paenibacillus sp.
CM-Cellulose Chromatographie Sephacryl S-200 Geffiltration
L !
Aktivitdtsmessung
Azocasein, synthetische Substrate.
!
Proteinbestimmung
Bradford, UV.
Konzentrierung
Ultrafiltration
! ! ' !
Reinheitsbestimmung Molekilmasse Molekiilmasse
SDS SDS nativ

Abb. 24: Schematische Darstellung der Reinigungsprozedusmnedtrazellularen

Proteasen aus. thermovulgarisind Paenibacillus sp
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3.3 Charakterisierung der extrazellularen Proteasen aus

S. thermovulgaris und Paenibacillus sp.

3.3.1 Substratspezifitat

Zum Nachweis der Proteaseaktivitat bei der Reirggentrazellularer Proteasen
wurde zunachst Azocasein als universelles Protbsigat eingesetzt, das von
Proteasen unabh&ngig von ihrer jeweiligen Spetifidgegriffen werden kann.
Daher konnte zunéchst keine Zuordnung der gereimig§roteasen zu einer der vier
Proteaseklassen getroffen werden. Durch den Eirsatthetischer Substrate mit
bekannten Peptidbindungen, die sich beziglich ihfet und Anzahl der

Aminosaurereste bzw. der Schutzgruppen untersameisurde versucht, die

Spezifitat der isolierten Proteasen zu charakerasi.

3.3.1.1 Benzoyl-arginin-p-nitroanilid (BAPNA)

BAPNA ist aufgrund seines ausgepragt basischen ningists ein spezifisches
Substrat fur trypsin-dhnliche Protease-Aktivitatesie bei Abspaltung der p-
Nitroanilid-Gruppe durch Zunahme der Absorption B8b nm detektiert werden.
Weder bei der auS.thermovulgarisals auch bei der al&aenibacillus spisolierten

Protease waremennenswerte Aktivitditszunahmen zu erkennen. Béd#easen
spalten offensichtlich nicht an den Arginin-Restend besitzen somit keine

trypsinahnliche Spezifitaten.

3.3.1.2 Succinyl-phenylalanin-p-nitroanilid (SUPHEPA) und
Benzoyl-tyrosin-p-nitroanilid (BTPA)

Die beiden Substrate SUPHEPA und BTPA besitzen atisone Aminoséureresten
und dienen damit dem Nachweis chymotrypsin-ahntiéiivitaten. Auch hier wird
die Aktivitat durch die Absorptionsanderung bei 406 infolge der Freisetzung des
Chromophors Nitroanilid detektiert. Eine signifikan Aktivititszunahme mit

steigender Enzymkonzentration konnte mit diesens@aten bei der Protease aus
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S. thermovulgari®eobachtet werden.

0,7

0,6 -

0 T T T T 1
15 25 35 45 55 65

Enzymmenge [ul]

Abb. 25: Aktivitatsmessung der Protease &ushermovulgarisnit 2 mM
SUPHEPA bei 405 nm. Die Messung erfolgte fiir 5 amreinem
thermostatisierbaren Photometer bei 50°C. Die aeigée Proteaseldsung

hatte eine Proteinkonzentration von 20 pg.

Abb. 25 zeigt die Abhangigkeit der Reaktionsgesdihgkeit von unterschiedlichen
Proteasemengen voB. thermovulgarisbei einer konstanten Konzentration des
Substrates SUPHEPA von 2mM. Es ist eine klare tmeaunahme zu erkennen.
Damit kann die Protease afsthermovulgarisdem Chymotrypsintyp zugeordnet
werden. Auch mit BTPA konnte ein deutlicher Umsgé&funden werden, was die

Chymotrypsinspezifitat unterstreicht.

Mit der Protease auRaenibacillus spkonnte dagegen kein eindeutiges Ergebnis mit
den Substraten SUPHEPA und BTPA gefunden werden.
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3.3.1.3 Benzoyl-tyrosin-ethylester (BTEE)

Das Substrat BTEE dient zur Detektion der EstefddsAtat chymotrypsin-
ahnlicher Proteasen. In Abb. 26 st der Zusammenhanwischen
Substratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit konstanter Menge der
Protease ausPaenibacillus sp. dargestellt. Es zeigt sich eine typische
Sattigungskurve, die auch fur dieses Enzym dasidgwh einer chymotrypsin-

ahnlichen Protease annehmen lasst.

0,20 -
0,184
0,16 - -
0,141
0,12
0,10
0,08 4
0,06 4
0,04 =
002 /

0,00 < T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

BTEE [mM]

V [umol/min]

Abb. 26: Abhangigkeit der Aktivitat der Protease &eenibacillus sg20 pg von

der Konzentration an BTEE.
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Uber die linearisierte Auftragung nach LineweaverBin Abb. 27 wurde die
Michaeliskonstante zK,, = 0,35 mM sowie die maximale Rektionsgeschwindigke
ZU Viax= 0,255 pumol/min mit Hilfe des EKI-Programms bestin Die Ergebnisse
der unterschiedlichen Aktivitatsmessungen sind rmusenfassend in Tabelle 6

dargestellt.

| 1

Km (0.356411
v |0.255331

Abb. 27: Doppel-reziproke Auftragung der Abhangigkeit deaRens-
geschwindigkeit von der Konzentrationen an BTEEhn&b. 18 zur

Bestimmung der MichaeliskonstarKeg,.
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Tabelle 6: Ubersicht tiber die Substratspezifitat der isolieReoteasen aus

S.thermovulgarisund Paenibacillus sp.

Verwendete Substrate Protease aus Protease aus

S. thermovulgaris | Paenibacillus sp.

Benzoyl-arginin-p-nitroanilid (BAPNA) - -

Succinyl-phenylanilin-p-nitroanilid (SUPHEPA) + n.d.
Benzoyl-tyrosin-p-nitroanilid (BTPA) + n.d.
Benzoyl-tyrosin-ethylester (BTEE) + +

n.d. nicht detektierbar (Niederschlag)

Die Ergebnissen lassen darauf schliel3en, dassudieen beiden Mikroorganismen
isolierten Proteasen den Serinproteasen von Chypsitr-Typ zuzuordnen sind. Die
Protease ausS. thermovulgaris spaltet dabei nach beiden aromatischen
Aminoséaureresten Phenylalanin und Tyrosin, wahoBadProtease auzaenibacillus
sp. bevorzugt nach Tyrosinresten spaltet. Zur Absichgrdieser Annahme wurden
mit beiden Proteasen Hemmstudien mit Inhibitorenerschiedlicher Spezifitat
unternommen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungerb@iden Mikroorganismen

sind im folgenden Abschnitt dargestellt.
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3.3.2 Enzymhemmung

Fur die folgenden Hemmstudien wurden Hemmstoffe mitterschiedlichen
Wirksamkeiten gegen Serin-, Cystein- und Metalltgmsen verwendet.
Ethylendiamin-tetraessigsaure (EDTA) ist ein Intabifir Metalloproteasen, der
durch Komplexbildung divalente Metallionen, welchig Katalyse und Struktur
essentiell sind, abfangt und dadurch das Enzyntiinak. Als weiterer Hemmstoff
kam 4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid-hydrodid, welcher unter den
Handelsname Pefabloc sc. bekannt ist, zum Einggdzhandelt sich um einen
spezifischen irreversiblen Hemmstoff flir Serinpesten. Er hat den Vorteil, dass er
nicht toxisch, aber wasserloslich und stabil isis Aemmstoff flr Serinproteasen
wurde weiterhin Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSFingesetzt, ein ebenfalls
irreversibler Inhibitor, welcher Cystein oder Semmn aktiven Zentrum sulfoniert.
PMSF ist neurotoxisch, wenig stabil in wéassrigerslig und hat eine kurze
Halbwertszeit (James 1978)lransEpoxysuccinyl-L-leucylamido-(4-guanidino)-
butan (E-64) ist eine spezifischer Inhibitor fir ysteinprotease. Aprotinin und
Chymostatin sind weniger spezifische, reversible mhtstoffe sowohl flr
Serinproteasen vom Chymotrypsin-Typ als auch flsté€lgproteasen. Serin- wie
Cysteinproteasen werden auch durch die mehr urefpsehien Inhibitoren 1-Chlor-
3-tosylamido-7-amino-2-heptanon-HCI (TLCK) und 1ak3-tosylamido-4-phenyl-
2-butanon (TPCK) gehemmit.

3.3.2.1 S.thermovulgaris

Die Protease aus. thermovulgarisvurde in einen Zeitraum von 0-180 min bei 22°C
mit verschiedenen Hemmstoffen unterschiedlichezii# inkubiert. Anschlie3end
wurde die Aktivitdit mittels Azocaseintest bei 50°estimmt. Die
Ausgangskonzentrationen der Hemmstoffe wurden geAmiaben des Herstellers

(BoehringetMannheim) eingesetzt

Die beiden Hemmstoffe Aprotinin (0,05 mM), und Reée sc. (0,5 mM), konnten

keine deutliche Aktivitatsabnahme der Protease &uthermovulgarisbewirken.




58 3 Ergebnisse

Auch EDTA (5 mM), zeigte keine Wirkung, so dass eeselle Metallionen
ausgeschlossen werden kdnnen. Mit den unspezifisdeenmstoffen TLCK (1 mM)
und TPCK (1 mM) konnte ebenfalls keine aussageafgeiit Aktivitatsabnahmen

detektiert werden.

Mit PMSF verlor die Proteas®. thermovulgarisnach einer Inkubationszeit von
30 min Uber 50 % an ihrer Aktivitdt (Abb. 28). Deeitabhé&ngige exponentielle

Abfall der Enzymaktivitat ist auch ein Hinweis fdie Irreversibilitat der Hemmung.

100
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Abb. 28: Zeitabh&ngigkeit der Hemmung der ProteaseSatisermovulgarislurch
Einwirkung von PMSF X), Chymostatir(4A) und E-64(=).
Zu 150 pl der Protease wurden 50 ul der jeweiligemmstoffe gegeben
und fur die auf der Abzisse angegebene Zeit inktibdaschlieRend
wurde die Aktivitat mittels Azocasein bei 350 nniegtet. Die Werte sind
bezogen auf 100% Enzymaktivitat in Abwesenheit M@mmstoff.
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Mit Chymostatin konnte bei einer Konzentration Vah M eine sofortige 60%ige
Aktivitatsabnahme der Protease abs thermovulgarisbeobachtet werden. Diese
reduzierte Aktivitat blieb Uber 3 h konstant, wés die Reversibilitdt der Hemmung
spricht. Mit E-64 in einer Konzentration von 10 pdurde jedoch keinerlei
Hemmung beobachtet (Abb. 28). Wie in der Abbilduteptlich zu erkennen ist,
konnte keine Aktivitdtsabnahme detektiert werdensatnmenfassend ergab sich,
dass von den so getesteten Hemmstoffen nur Chynmostmd PMSF eine
nachweisbare Hemmwirkung zeigten. Um diese Hemmugenauer zu
charakterisieren wurden diese beiden Hemmstoffamosen mit E-64 und Pefabloc
sc. in verschiedenen Ausgangskonzentrationen estgjestr PMSF (0,1-1 mM),
Pefabloc sc. (0,5-5 mM), Chymostatin (0,005-0,05)wid E-64 (1-10 uM), wobei
das Enzym vor dem eigentlichen Proteasetest mitcésmin fir 2 h mit dem

Hemmstoff vorinkubiert wurde (s. Abb. 29).

120 +
100 +
80 -

60 -

Aktivitat [%]

40 -

20 A

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Hemmstoffkonzentration [mM]

Abb. 29: Konzentrationsabhangigkeit der Hemmung der Protaas8. thermovul-
garis unter Einwirkung von PMSFX), Chymostatin 4) und E-64 ¥).
Die Protease wurde fir 2h bei 22°C inkubiert ured Aktivitat

anschlielRend mit Azocasein getestet.




60 3 Ergebnisse

Wie aus Abb. 29 ersichtlich ist, nahm die Aktivitéit steigender Konzentration von
PMSF und Chymostatin deutlich ab. Die AnfangswdeeAktivitdt ohne

Hemmstoff wurden dabei zur besseren Vergleichbtekdi100% gesetzt. E-64 zeigt
auch hier bis zu einer Konzentration von tber 40keihie Hemmung. Demnach
lasst sich das isolierte Enzym dhisthermovulgarigls eine Serinprotease vom Typ
Chymotrypsin identifizieren, was die erhaltenendbngsse der Substrat-Spezifitat

bestatigt.

3.3.2.2 Paenibacillus sp

Die Protease auPaenibacillus sp wurde in gleicher Weise wie schon fur die
Protease au$. thermovulgaridbeschrieben auf Hemmbarkeit durch verschiedene
proteasen untersucht. das Enzym wurde fur 3h mmrHstoffen unterschiedlicher
Spezifitdt vorinkubiert und anschlielend die Prededtivitit mit Azocasein bei
30°C getestet. PMSF ergab eine eindeutige Reduwjeder Enzymaktivitat. Nach
30minutiger Inkubation verlor das Enzym bereitsridh@ % seiner Aktivitat. Dies
und der weitere exponentielle Abfall innerhalb 3if etwa 10 % deutete darauf hin,
dass es sich auch bei diesem Enzym um eine Semagmohandelt. Auch durch die
deutliche Hemmwirkung des irreversiblen Serinpre¢éebhibitors Pefabloc bestatigt

diese Annahme.
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Abb. 30: Zeitabhangige Hemmung der Aktivitat der isoliarirotease auRaeni-
bacillus sp durch Pefabloc€), PMSF (X), Chymostatin &), E-64 @)
und EDTA @). 150 pl der Protease wurden mit 50 pl der jegerli
Hemmstoffe fir 2 h inkubiert. Die Aktivitat wurdeitvzocasein bei

350 nm getestet.

Chymostatin erwies sich hier als ein sehr effi@endemmstoff, der bei einer
Konzentration von 50 pM die Enzymaktivitat sofout @ber 95% hemmt. E-64 und
EDTA blieben dagegen unwirksam, so dass Cysteind Whetalloproteasen

ausgeschlossen werden konnten.
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In einem weiteren Versuch wurde, wie bereits beiRtetease auS. thermovulgaris,
die Enzymaktivitdt in Gegenwart unterschiedlicheonkentrationen von PMSF,
Pefabloc und E-64 gemessen. Die Protease wurdeem alf der Abszisse
angegebenen Konzentrationen fir 2h bei Raumtemyerabrinkubiert und
anschieBend die Enzymaktivitdit mit dem Azocaseingesnessen. Die Messung
ergab fur PMSF und Pefabloc eine deutliche Aktisgnahme, dagegen konnte mit

E-64 keine Hemmung nachgewiesen werden (Abb. 31).
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Abb. 31: Konzentrationsabh&ngigkeit der Hemmung der Protaasiaenibacillus
sp.unter Einwirkung von PMSFX), Pefabloc ¢) und E-64 €). Die
Protease wurde fiir 2 h bei Raumtemperatur vorirdetibind anschlie3end

die Aktivitat mit Azocasein mit 350 nm getestet.
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Die Ergebnisse der Hemmversuche sind fur beide eBsen in Tabelle 7
zusammenfassend dargestellt. Aus der Ubersicht debtlich hervor, dass die
beiden isolierten Proteasen den Serin-Proteasesrzuordnen sind und somit die
Ergebnisse der Substratspezifitat bestatigen. Zudemte mit den Tests mit EDTA
bewiesen werden, dass zweiwertige Metallionen wétredie Katalyse noch fir die
Struktur der Proteasen eine essentielle Rolle apielind Metalloproteasen
auszuschlie3en sind. Aufgrund der starken Hemmwigkeon Chymostatin und der
fehlenden Hemmung durch E-64 konnte zudem der Sslgazogen werden, dass es

sich bei beiden Enzymen um chymotrypsinartige Ris#e handelt.

Tabelle 7:  Zusammenfassung der Wirkung verschiedener Inhdntawuf die
Aktivitat der Proteasen a% thermovulgarisind Paenibacillussp.

+, deutliche Hemmung; -, keine Hemmung; n.d., ndgtektierbar

Hemmstoff Beschreibung Aktivitatsverlust bei Aktivitatsverlust bei

S. thermovulgaris Paenibacillus sp.

Aprotinin Relativ unspezifisch, Reagiert + +
reversibel mit vielen Serin-

Proteasen und Esterasen

Pefabloc Relativ unspezifisch, Reagiert + +
irreversibel mit vielen Serin-

Proteasen und Esterasen

TLCK Unspezifischer Serin- und - n.d.
Cysteinprotease-Hemmer
(irreversibel)

TPCK Unspezifischer Serin- und - n.d.
Cysteinprotease-Hemmer
(irreversibel)

Chymostatin | Spezifischer Inhibitor fur + +
chymotrypsin-ahnliche Proteasen

PMSF Hemmt Serin-Proteasen sowie + +
Papain und Acetylcholin

Esterasen irreversibel

E-64 Spezifisch fir Cystein-Protease - -

EDTA Spezifisch fir Metalloproteasen - -
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3.3.3 Bestimmung des pH-Optimums

3.3.3.1 S. thermovulgaris

Die pH-Abhangigkeit der Enzymreaktion der thermdgi Protease aus
S.thermovulgariswurde im Bereich von 3-13 fur bestimmt. Das Enzyorde beim
jeweiligen pH-Wert fur 30 min vorinkubiert. Nach e¢romaliger Uberprufung des pH-
Wertes wurde die Aktivitat mittels Azocasein beD3%n gemessen. Es ergab sich eine
Optimumskurve mit einem Plateau mit maximaler Enaitivitat im pH-Bereich
zwischen 8 und 11 und einem steilen Abfall tberJdH(Abb. 32). Die Protease hat

demnach einen basischen Charakter.

1,21
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Abb. 32: pH-Verhalten der Enzymaktivitat der thermophilnotease auS. thermo-
vulgaris.Azocasein wurde in Teorell-Stenhagen-Puffer in aeihder
Abszisse angegebenen pH-Werten angesetzt und tiataknach

30minuatiger Vorinkubation bei 50°C bei 350 nm gesegs
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3.3.3.2 Paenibacillus sp

Die pH-Abhangigkeit der auBaenibacillus spisolierten Protease wurde wie fur das
Enzym ausS.thermovulgarisbeschrieben nach einer Vorinkubation von 30 min
mittels des Azocaseintests bei 350 nm gemessenh Auer zeigt sich eine
Optimumskurve mit einem Maximum im alkalischen Bemnebei pH 9 (Abb. 33).
Nach Uberschreiten dieses pH-Wertes nimmt die Atéti\der Protease stark ab, bis

schlieBlich bei pH 12 nur noch minimale Absorptdaetektierbar ist.
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Abb. 33: Bestimmung des pH-Optimums der thermophilen Rsaau$aeni-
bacillus sp.Das Substrat Azocasein wurde in Teorell-StenhdQygfer mit
pH-Werten von 3-12 geldst und das Enzym mit diegssrcaseinldsungen
bei 30°C fur 30 min vorinkubiert. Die Aktivitat wde bei 350 nm

gemessen.
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3.3.4 Temperaturabhangigkeit

3.3.4.1 S.thermovulgaris

Bei diesem Versuch wurde die Abhangigkeit der Erektiaitat der isolierten
Proteasen gegenuber direkten Temperatureinflissetersucht. 200 pl der
Enzymlésung wurde zusammen mit 0,2% (w/v) Azocadsn unterschiedlichen
Temperaturen in Bereich von 4-90°C fur 30 min inkulb Bei jeder Temperatur

wurde noch ein Leerwert ohne Enzym inkubiert.

Abb. 34 zeigt deutlich, dass die Aktivitat der Rade mit steigender Temperatur bis
zu einem Maximum bei 65°C zunimmt. Bei noch héhefemperaturen beobachtet

man einen steilen Abfall der Kurve.
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Abb. 34: Abhangigkeit der Aktivitaten der Protease &ushermovulgarigegenuber
unterschiedlichen Temperaturen von 4-90°C. Diedase wurde bei jeder
Temperatur fur 1 h inkubiert. Die Aktivitat wurdaschlie3end mit dem

Azocasein Test bei 50°C gemessen.
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Uber die Auftragung nach Arrhenius kann die Aktiuiegsenergie der Enzymreaktion
bestimmt werden. In Abb. 35A (ganzer Temperatuibbjebzw. Abb. 35B (linearer
Bereich der Arrhenius-Darstellung) ist die halblogpenische Darstellung der Umsatz-

geschwindigkeit gegen die reziproke Temperatur eeit.
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Abb. 35: A) Arrhenius Auftragung der Daten aus Abb. 34.

B) Ausschnitt aus dem linearen Bereich der Arrheiuftragung (A).

Die Aktivierungsenergie der Reaktion kann nach Frron Arrhenius berechnet

werden:
Ink=1InA-E/RT (1)

Hierbei ist der Ausdruck #R die Steigung der Geraden, R ist die Gaskonstante
(R = 8,314 J*motK™) und k die Geschwindigkeitskonstante. Aus der Steigung de
Geraden wurde die Aktivierungsenergig @&r Enzymreaktion zu = 46,80 kJ/mol

bestimmt.
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3.3.4.2 Paenibacillus sp

Fur die Untersuchung der TemperaturabhangigkeitbeProtease alzenibacillus
sp. wurde ahnlich vorgegangen wie bei der Protease Sauthermovulgaris Das
Enzym wurde zusammen mit dem Substrat fir 30 mindb&°C vorinkubiert. Aus
Abb. 36 geht hervor, dass die Aktivitat im Temperhereich von 4 - 50°C stetig
zunimmt. Bei 50°C war die maximale Aktivitat erreic dartiber erfolgte eine

deutliche Abnahme der Aktivitat.
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Abb. 36: Temperaturabhéngigkeit der ProteaseRaenibacillus spDie Protease
wurde bei den auf der Abszisse angegebenen Temapamndtir 1 h
inkubiert und anschlieRend die Aktivitdt mit Azoessbei 350 nm getestet.
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Uber die Auftragung nach Arrhenius (Abb. 37) wufdedie gereinigte Protease aus

Paenibacillus speine Aktivierungsenergie,zon 45,38 J/mol bestimmt.
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Abb. 37: A) Arrhenius Auftragung der Daten afibb. 36

B) Ausschnitt aus dem linearen Bereich der ArrheniufrAgung (A).
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3.3.5 Temperaturstabilitat

Die Untersuchung der Temperaturabhangigkeit deryiaktivitdten ergab fir die
Protease auS. thermovulgari®inen Anstieg bis 65°C und flraenibacillus spbis

50°C. Allerdings ergaben diese Versuche keinen ldiswiiber die Stabilitat der
Enzyme bei den entsprechenden Temperaturen Ubger&rZeitdauer. Es wurden
daher im folgenden die Enzyme bei verschiedenenp&esturen vorinkubiert und zu

bestimmten Zeitintervallen Proben entnommen undraafEnzymaktivitéat getestet.

3.3.5.1 S. thermovulgaris

Vier verschiedenen Temperaturen wurden zur Voriakion dieser Protease gewahlt.
Die Temperaturen 35°C bzw. 55°C liegen im lineai®ereich des Arrhenius-
Diagramms, d.h. in einem Bereich, wo irreversiblenBturierung noch nicht zu
erwarten ist, 65°C entspricht dem Temperaturmaxinomeh bei 70°C erfolgte schon
ein deutlicher Aktivitatsabfall, der auf eine irezgible Denaturierung hinweist (vgl.
Abb. 36). In Zeitintervallen von 10 min wurden Ub&nen Zeitraum von 70 min
Proben entnommen und deren Aktivitat durch den Agem-Test ermittelt.
Die Ergebnisse sind in Abb. 38 dargestellt. BeiG%lieb die Enzymaktivitat Gber
den gesamten Messzeitraum stabil, wahrend bei bBf€its eine schwache Abnahme
zu verzeichnen war. Im Temperaturmaximum bei 658@te sich bereits eine klare
Aktivitatsabnahme, innerhalb von 30 min bereits ziwei Drittel der urspriinglichen
Aktivitat. Bei der Inkubation bei 70°C war bereisich 10 Minuten kaum noch

Proteaseaktivitat feststellbar.
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Abb. 38: Untersuchung der Temperaturstabilitét der Protaas8. thermovulgaris
mit unterschiedlichen Inkubationszeiten bei 35%),(55°C @), 65°C (&)
und 70°C K). Die Proteaseaktivitat wurde mit dem Azocaseintes

bestimmt.

In Abb. 39 sind die Werte von 55°C und 65°C dert€ase aus. thermovulgarisn
halblogarithmischer Form aufgetragen. Es ergibh €me lineare Abhéngigkeit, die

auf einen Inaktivierungsprozess erster Ordnung &isiw

N l\'\'\.\r\.\.\.
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Abb. 39: Halblogarithmische Darstellung der Temperaturéitdbider Protease aus
S. thermovulgaribei 55°C @) und 65°C @).
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Aus den Steigungen der Geraden der halblogarittmarsc Auftragung der
Aktivitdtswerte in Abb. 39 lassen sich die Denatrngskonstante®yenat s5:c =
0,0319 mift und Kyenai ssc = 0,0027 mift berechnen. Die dazugehérende

Halbwertzeiten werden bestimmt nach der Beziehung:

In(Nt/NO) = kdena? t (2)

N;ist die Anzahl der Enzymmolekile zum Zeitpunkt §,di& Anzahl der Molekile zu
Beginn der Denaturierung. Nach Erreichen der Hailtszeit liegt nur noch die Halfte

der Enzymmolekdile in aktiver Form vor (1/2)Nind es gilt:

In Y2 =Kyenat™ tis (3)

Daraus ergibt sich fur die Halbwertszeit:

t12= 0,693 Kyenat (4)

Es wurden die Halbwertzeitéf), ¢s-c= 21,63 min undy;, ss.c= 4 h 27 min ermittelt.

3.3.5.2 Paenibacillus sp

Um die Temperaturstabilitat der Protease Rasnibacillussp. zu untersuchen, wurde
das freie Enzym fir insgesamt eine Stunde bei hexdenen Temperaturen im
Bereich des Aktivitatsanstieg bei 22°C, im Beretlds Maximums bei 48°C und im
Bereich der Denaturierung bei 58°C vorinkubierte ktivitaten wurden mit dem

Azocasein-Test bei 350 nm bestimmt. Wie aus Abbzd(@rkennen ist, bleibt die
Aktivitat der Protease bei 22°C fir den Inkubatmigsaum von 1 h erhalten. Bei den
hoheren Temperaturen verlor die Protease jedoatefidm Aktivitat (Abb. 40).
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Abb. 40: Temperaturstabilitdit der Protease aBaenibacillus sp.nach einer
Inkubationszeit von 1 h bei 22 °@{, 48°C @) und 58°C @).

Aus der halblogarithmischen Auftragung der Realdgmschwindigkeiten gegen die
Temperatur der Protease deagenibacillus spwurden die Denaturierungskonstanten
Kgenat, ag:= 0,049 mifl und Keenar, ss=c= 0,165 mift berechnet. Die entsprechenden

Halbwertszeiten wareti),, 4g.c= 14,1 min undy; sg.c= 4,2 min.

-1 4 * y =-0,0491x - 1,1262
-2 3 o .
34 L d
4 A
- A
>
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Abb. 41: Halblogarithmische Darstellung der Temperatursitg@bitier Protease aus
Paenibacillus spbei 48°C @) und 58°C @&).
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Die Ergebnisse der Bestimmung von Denaturierungsieoiten und Halbwertzeiten
der isolierten Proteasen a8sthermovulgarisind Paenibacillus spsind in Tabelle 8

zusammengefasst.

Tabelle 8: Denaturierungskonstaritg.,,;und Halbwertszetit, der Proteasen aus
S. thermovulgarisind Paenibacillus spbei Inkubationen bei

verschiedenen Temperaturen.

Organismus Temperatur [C] Kgenat [1/min] t 1, [min]
S. thermovulgaris 55 0,0027 256
65 0,0319 21,63
Paenibacillus sp. 48 0,049 14,14
58 0,165 4,22
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3.4 Immunologische Untersuchungen

3.4.1 Produktion und Nachweis von Antikorper

Zur Unterstltzung der Charakterisierung und der rdmong der neu isolierten
Proteasen wurden spezifische polyklonale Antikrggrgen das Enzym aus
S. thermovulgariggewonnen. Von einer Losung von 1 mg/ml des Antigensden
0.3 ml mit der gleichen Menge an Freund’s Adjuvauitt Ultraschall zu einer stabilen
Suspension verarbeitet. Diese Suspension wurdeutarblan verschiedenen Stellen
unter die Rickenhaut eines Kaninchens applizidserlginen Zeitraum von 8 Wochen
folgten 3 weitere Injektionen mit jeweils 0,4 ml #genlésung ohne Freund’s
Adjuvant. Die Aktivitat der AntikGrper wurde mit de Doppeldiffusionstest nach
Ouchertlony und mit der Methode der Immunpréziptatiberpruft.

3.4.1.1 Immunodiffusion nach Ouchterlony

In eine Agarose-Platte vom Durchmesser 3,5 cm wueilee zentrale Vertiefung und
in gleichen Abstanden 6 periphere Vertiefungen vd@uarchmesser 0,4 cm

ausgestanzt. In die mittlere Vertiefung wurden 2@gd Antigens (0,7 mg) und in die
peripheren Vertiefungen 20 pl Antiserum in den irbbA 42 angegebenen
Verdinnungen pipettiert. Nach einer Inkubatiortseen drei Tagen bei 4°C wurden
weille Prazipitationslinien zwischen der zentraled den peripheren Vertiefungen
sichtbar, die je nach Konzentration unterschiedbtirk ausgepragt waren. Damit
konnte die Bildung spezifischer AntikGrper gegee Brotease auS. thermovulgaris

nachgewiesen werden.
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Antiserum

(Verdiinnung 1:2) Antiserum
(Verdiinnung 1:2)
Antiserum
(unverdiinnt)
Antigen )
Antiserum
(Verdiinnung 1:1)
Antiserum
(unverdiinnt) Antiserum
(Verdiinnung 1:1)

Abb. 42: Ouchterlony-Test der Reaktion der gereinigten Risgeus. thermo-
vulgarisgegen das gegen dieses Protein induzierte poledmtiserum
aus Kaninchen. Das Antiserum hatte einen Protealgebn 0,12 mg/ml.
In die Vertiefungen wurden je 20 ul der angegebdrimungen pipettiert,
die Verdinnungen wurden mit 0,05 M Kaliumphosphat/p5 hergestellt.
Die Platte wurde fir drei Tag®ei 4°C inkubiert.

3.4.1.2 Immunoprazipitation der Antigenlésunq (PrazipitiedRtion)

Der Nachweis der spezifischen AntikGrper gegen dereinigte Protease aus
S. thermovulgarisim Serum erfolgte in einen zweiten Test Uber dirtigen-
Antikoérperreaktion in Ldsung, auch Prazipitin-Reakt genannt. Durch die
spezifische Antigen-Antikorper-Reaktion in Losungnkmt es zur Abnahme der
Aktivitat.

Eine konstante Menge des isolierten Enzyms (1507@lpug) wurde fir 1 h mit
verschiedenen Mengen von Antiserum im Bereich Qflihkubiert. Zur Abtrennung
eines maglichen Antigen-Antikdrper-Prazipitats wairdie Mischung anschlieRend
abzentrifugiert. Danach wurde im Uberstand die BEmaitivitat Uber den
Azocaseintest bestimmt. Wie in Abb. 37 zu erkenneimmt die Aktivitat im

Uberstand mit zunehmender Antikdrpermenge ab. Btesin weiterer Beweis fiir die
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Spezifitdt des Antikdrpers gegen die ProteaseSatisermovulgaris
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Abb. 43: Prazipitin-Reaktion der Protease &ighermovulgarisnit Kaninchen-
Serum. Eine konstante Menge an gereinigter Prosaas®. thermovulgaris
wurde mit den auf der Abszisse angegebenen Mengegeben das
Enzym induzierte Antikdrpers gegeben, fir 1 h inkdtbei 22°C und
danach bei 11000 U/min fir 5 min abzentrifugient BProteaseaktivitat

wurde mit dem Azocaseintest im Uberstand gemessen.
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3.4.2 Reinigung der AntikOrper aus den Serum

Zur Gewinnung der lgG-Fraktion des gegen die PsateausS. thermovulgaris
gerichteten Antiserums wurde dieses einer Ammoniliai$allung unterzogen, um
Serumalbumin und die Lipidkomponenten abzutrenBadurch verringerte sich der
Proteingehalt im Serum um Uber 80 %. Danach wuedeRtazipitat in 6 ml 0,05M
Tris-HCI pH 8 gel6st und dreimal gegen je 500 nAi50M Tris-HCI pH 8 dialysiert.
AnschlieRend wurde das Dialysat auf einer DEAEWed#le-Saule aufgetragen und
unter Verwendung eines 0-0,3 M NaCl-Gradienten eiémnt. Die einzelnen

Fraktionen wurden bei einer Absorption von 280 rermessen.

1,4 -
1,2 -

1
0,8 -

0,6 -

Absorption [280 nm]

0,4

0,2 A

0 f T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Fraktionen

Abb. 44: Ergebnisse der Anionenaustauscher-Chromatograpkidutiserums
gegen die Protease absthermovulgarisach Ammoniumsulfatfallung.
Auf die mit 0,05 M Tris-HCI pH 7,5 aquilibrierte D¥E-Cellulose-Saule
(L&nge 20 cm; @: 2 cm) wurden 6 ml des dialysierten
Ammoniumsulfatnieder-schlags mit einem Proteingeb@ah 30 mg
aufgetragen. Es wurde bei einer FlieRgeschwindigiogi 1 ml/min mit
200 ml eines Gradienten von 0-0,3 M NaCl Gradieiniegh05 M Tris-HCI,
pH 7,5 eluiert. 70 Fraktionen zu je 3 ml wurdenageselt. Die Detektion

der Immunoglobulinfraktion erfolgte tGber die Absop bei 280 nm.
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Die Ergebnisse der Anionenaustauscher-Chromatograid in Abb. 44 dargestellt.
Es sind deutlich zwei Proteinmaxima zu erkennen,etate von Fraktion 5-15 und das

zweite Maximum von Fraktion 31-40.

Zusatzlich zur UV-Absorptionsmessung bei 280 nmdeueine Proteinbestimmung
nach der Methode von Bradford (1976) von den eirereReinigungsschritten bei der
Antikorperreinigung durchgefihrt. In Tabelle 9 sida Proteinwerte der einzelnen
Reinigungsschritte der Antikorper der IgG Klasses adem Kaninchenserum

aufgelistet.

Tabelle 9: Reinigungsverlauf der IgG-Fraktion aus Kaninchemse Die

Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode vordra (1976.

Reinigunsschritte Serum vor Kulturfiltrat nach Eluat der
Ammonium- Ammonium- DEAE-Cellulose
sulfatfallung sulfatfallung

Volumen [ml] 20 14 7
Protein [mg/ml) 35,54 16,39 7,21
Geamtprotein [mg] 710 229,50 50,53

3.4.3 SDS-Gelelektrophorese

Die Reinheitsiberprifung der Immunoglobulinfrakean erfolgte mit Hilfe der
SDS-PAGE. Diese Methode ist besonders gut geeigost, das im Serum
dominierende Immunoglobulin vom IgG-Typ zu trennBei diesem Immunoglobulin
handelt es sich um ein Heterodimer, bestehendeauws/¢i identischen leichten und
schweren Ketten, die Uber ihre Molmassen mittelsSHAGE bestimmt werden
konnen. Die getrennten Banden wurden mittels Cosmd&xillantblau (s. Abb. 45
links) bzw. Silber-Farbung (s. Abb. 45 rechts) #heln gemacht. Zur
GrofRenbestimmung der einzelnen Banden wurde eteiRstandard (a) eingesetzt. In
die Geltaschen (b) und (c) wurden 2-10 ul der FRoakih 10-12 nach

Anionenaustauscherchromatographie aufgetragen.
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Abb. 45; Elektrophoretische Auftrennung der isoliertenmionoglobulinfraktion in
einem 10%-igen SDS-Gel. Das linke Gel wurde mitiGassie-
Brillantblau geféarbt, das rechte mit Silbernitdiatbeiden Gelen enthélt die
Spur a) 5 ul Proteinstandard (molekulare Masseh Rigestellerangaben
links vermerkt); b) Fraktion 10-12; links 5 pul, 848, rechts 2 pl, 3,3 pg;
c) Fraktion 10-12, links10 pl 16,6 ug, rechts 58438 pg.

Im Vergleich zur Immunoglobulinfraktion nach Ammomsulfatfallung konnte ein

deutlicher Reinigungseffekt erzielt werden. Dietetsreite Bande bei ~60 kDa kann
der schweren Kette des Immunoglobulins zugeordregtlen. Die zweite Bande bei
~20 kDa in dem mit Silbernitrat gefarbten Gel ishisschwach und entspricht der
leichten Kette des Immunoglobulins. Mittels Anioaastauscher konnte somit der
reine Antikorper gegen die Protease Sughermovulgarisus dem Kaninchenserum

gewonnen werden.
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3.4.4 Verwandtschaftsuntersuchungen mit anderen Proteasen

Um die Verwandtschaftsbeziehung der Proteasen ifry@® pg/ml), Thermolysin
(50 ug /ml), Pronase (50 ug/ml), der isoliertent®ase auBaenibacillus sowie der
Protease au$. thermovulgarizu der isolierten Immunoglobulinfraktion zu unter-
suchen, wurde eine Antigen-Antikdrperreaktion inswdg durchgefihrt. Hierftr
wurden jeweils 150 pl der oben genannten Proteasén0-10 upl der Immuno-
globulinfraktion versetzt und eine Stunde bei 227@inkubiert. Danach wurden

Proben entnommen und die Aktivitat mit dem Azoaqasst bestimmit.

120
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Abb. 46: Kreuzreaktion verschiedener Proteasen mit der gdigeRrotease aus
S. thermovulgarigerichteten Immunoglobulinfraktion aus Kaninchen.
Es wurden jeweils 150 pl Trypsin (50ug/rt®), Thermolysin (50 pg/ml)
(m), Pronase®), Protease auBaenibacillus sg25 pg)(A) und
S. thermovulgari¢30 ug) (<) vorgelegt und Immunoglobulinfraktion in
den angegebenen Mengen versetzt. Nach 1 h Inkalda#ia22°C wurde

die Aktivitat mit Azocasein bestimmt.
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Wie aus Abb. 46 zu erkennen ist, nimmt die Aktivitder Protease aus
S. thermovulgarisind Paenibacillus spmit steigenden Volumina des Antikorpers ab.
Bereits nach einer Zugabe von 2 ul Antikorper eetlidas Enzym aus
S. thermovulgaridiber 80% der Aktivitdt, was auf das Vorliegen \&pezifischen
Antikdpern gegen die Protease &isthermovulgaridindeutet. Ebenfalls beobachtet
man einen Abfall auf 50%-Aktivitdt nach Zugabe v8nul bei der Protease aus
Paenibacillus sp.Die Ergebnisse deuten folglich darauf hin, dasssawen der
Protease ausS. thermovulgarisund Paenibacillus sp sowie bei der Pronase
Verwandtschaftsbeziehungen vorliegen, wahrend mypdin und Thermolysin die

Aktivitat trotz Zugabe des Antikorpers unverandsitb.
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3.5 Immobilisierung der Protease ausS. thermovulgaris und

Paenibacillus sp. an Tragermaterial

Enzyme in ihrer urspringlichen l6slichen Form diiadindustrielle und medizinische
Applikationen wenig anwendbar, da sie in technischi&ozessen nicht zurlck-
gewonnen werden kdnnen und somit ein betrachtliddestenfaktor darstellen. Um
dies zu verhindern wird versucht, Enzyme an festgdrmaterial zu fixieren, so dass
sie in Reaktionsprozessen zurtickgehalten und vhetteeingesetzt werden kdnnen
(White & Kennedy, 1980). Da die Isolierung der Reasten auS. thermovulgarisind

Paenibacillus spbesonders in Hinblick auf eine technische Nutzarfglgte, wurde

auch fur sie ein geeignetes Immobilisierungsvedaherprobt. Fur die Proteasen
Trypsin und Thermolysin wurde bereits ein effizeswtVerfahren zur Kopplung an

synthetische polymere Vliesstoffe entwickelt (Noniaet al.2001)

Ein besonderes Prinzip war dabei die VerwendungB®A als Spacer zwischen der
Matrixoberflache und dem Enzym. Insbesondere bew¥edung von Polyester hat
die Vliesoberflache einen stark hydrophoben Charakter die an hydrophile
Umgebung angepassten Enzymstrukturen destabiliBierch Zwischenschaltung von
BSA konnte in dem genannten Verfahren die Stabitigs Enzyms Uber lange Zeit
erhalten werden, auch stieg die Resistenz gegemiiamen Temperatur-, pH- und
Losungsmitteleinflissen. Daher wurden dieses Vesfalider Kopplung des Enzyms
Uber einen BSA-Spacer an Polyester-Vlies FO 2143lig neu isolierten Proteasen
getestet. Als Vergleich erfolgte parallel dazu ldmnobilisierung von Trypsin mit der
gleichen Methode. Die Immobilisierung erfolgte nadér Methode von Nouaimi
(2003) durch Kopplung von BSA an die, nach pastellsaurer Hydrolyse,

freigesetzten Carboxylgruppen des Tragermateridisrfir wurden 20 Polyester-
Vliese definierter GrofRe (1x1 cm) vorbereitet unkd Bei50°C mit 100 ml 3,65 N HCI
hydrolysiert. Danach wurden die Vliesstiicke mitfélieiner Fritte unter Vakuum
mehrmals mit HO gewaschen. Als nachster Schritt wurden die VIié8enin mit

45 ml Dioxan geschuttelt und anschlielBend zweimalDioxan in einer Fritte unter

Vakuum gewaschen.
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Fur die Aktivierung der Polyester-Vliese wurde imesn Becherglas 5 ml Dioxan
vorgelegt und nachfolgend die hydrolysierten Vliessowie 0,206 g
Dicyclohexylcarbodiimid und 0,114 g N-Hydroxysudond zugegeben (Cutrecasas,
1972). Die L6sung wurde 70 min auf einen SchutilerRT inkubiert. Die aktivierten
Vliese wurden der Losung entnommen und zuerst 15mit 45 ml Dioxan, dann
10 min mit 25 ml Methanol gewaschen. Die PolyeStgese wurden abschlie3end

nochmals 5 min mit Dioxan in einer Fritte unter \akn gewaschen.

Fur die Anbindung des Spacers wurden die Poly&4tese zuerst in 5 ml einer
eiskalten 1%-igen BSA-L6sung in 0,1 M Kaliumphosppi 7,5 tGber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am néchsten Tag wurden die Vliese mid 20l 0,1 M Kaliumphosphat pH
7,5/ 0,5 M NaCl-Loésung uber einer Fritte gewascted in 0,1 M Kaliumphosphat
pH 7,5 Uberfuhrt.

Um das Enzym an die BSA-gebundenen Polyester-Viesenmobilisieren, wurden
die Vliese fur 30 min in 20 ml 0,25 M BoratpufferHp8,5 und 5 ml
25%ige Glutardialdehyd geschittelt und anschlieRendt einer Losung
0,1 M Kaliumphosphat / 0,5 M NaCl pH 7,5 lber eireitte gewaschen. Schlief3lich
wurden die Polyester-Vliese mit 1,12 mg in 1 mleginbésung der Protease aus
S. thermovulgaridzw. 1,28 mg in 1 ml der Protease &#enibacillus spin einer
Petrischale Uberschichtet und Gber Nacht bei 4kGhiert. Am nachsten Tag wurden
die Vliese mit 200 ml 0,1 M Kaliumphosphat pH 7&% M NaCl tber einer Fritte
gewaschen und schlief3lich in 0,1 M Kaliumphospth#b tberfuhrt.

3.5.1 Aktivitatsmessung und Proteinbestimmung der immobilsierten

Proteasen

Die Aktivitaten der immobilisierten Proteasen auBaenibacillus sp. und
S. thermovolgariswurden, im Vergleich zum immobilisierten Trypsin eibden
Azocaseintest bei 350 nm getestet. Zur Uberprifdeg Menge an gebundenen

Enzym auf dem Polyester-Vlies wurde eine Proteitimesung nach der BCA-
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Methodedurchgefuhrt (Smittet al, 1985) und die Absorption bei 562 nm gemessen.
Die Ergebnisse der Aktivitdtsmessung und der Rrbestimmung der immobilisierten

Vliese sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

Tabelle 10:Zusammenfassung der ErgebnisseAldivitaten und Proteingehalte der
Proteasen nach Kopplung an Polyester-Vlies. Deccazein- und BCA-

Test wurde jeweils an einem 1 tMliesstiick durchgefiihrt.

Immobilisierte Proteasen Proteaseaktivitat ( AE/cmz) Proteingehalt (mg/cm 2Vlies)
Ohne Protease 0 0

Protease aus Paenibacillus sp. |0,124 0,075

Protease aus S. thermovulgaris | 0,197 0,07

Trypsin-Vlies 0,812 0,248

Die beiden neu isolierten Proteasen zeigten nachhawrobiliserungsprozedur zwar
Enzymaktivitaten in vergleichbarer Grol3enordnuigr@ings deutlich weniger als
das zum Vergleich eingesetzte Trypsin. Dem entggreauch die deutlich geringeren
Proteinwerte. Die geringeren Ausbeuten kénnen daxaiick zu fuhren sein, dass die

Immobilisierungsmethode fur Trypsin optimiert wurde

3.5.2 Abbau von Gelatine

Ein weiterer, der praktischen Anwendung angepas3iest der Aktivitdt der
immobilisierten Proteasen a@s thermovulgarisind Paenibacillus sperfolgte durch
Auflegen feuchter immobilisierter Polyester-Vlieaef eine Gelatineschicht in einer
Petrischale. Die Gelatine fungiert hierbei als $uwabsflir die Protease. Die
Petrischalen wurden tGber Nacht bei 30°C inkubiad danach das Vlies entfernt. Es
zeigte sich fur beide Proteasen eine deutlichel¥sigungszone genau im Bereich

des zuvor aufgelegten Vlieses als Hinweis der pigtischen Aktivitat (Abb. 47).
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Abb. 47: Abbau von fester Gelatine durch die auf PolyestegsMmmobilisierten
Protease. Die immobilisierten Vliese (1x13mwurden tiber Nacht auf
Gelatineplatten mit einem Durchmesser von 3,5 cigedegt. Nach
Inkubation fur 16 h bei 30°C wurden die Vliese entt. Linke Petrischale:

Protease auBaenibacillus sprechte Petrischale: Protease aus
S. thermovulgaris

Abb. 48: Gelatin Platte mit immobilisierten BSA-Vlies (Kootiplatte ohne Enzym).
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4  Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Gewinnung von Enzymeie, fdr technische Anwendungen
geeignet sind. Insbesondere Proteasen spielenidiechnologischen Anwendungen
eine Schlisselrolle, da diese ohne den Einsatz Gofaktoren verwendet werden
kbénnen. Fur den Einsatz von Proteasen flr komnmerzavecke ist jedoch eine

einfache und kostengiinstige Zuganglichkeit denadein und gereinigten Proteasen

unabdingbar.

Daher wurde in der vorliegenden Arbeit speziell maxtrazellularen Proteasen
gesucht. Die Bakterienstamme, die fur diese Arbert Anwendung kamen, wurden
beide aus Bodenproben in Nigeria isoliert. Von dkutschen Sammlung flr
Mikroorganismen (DSMZ) wurden sie as thermovulgarisund Paenibacillus sp

identifiziert.

4.1 Extrazellulare Proteasen ausS. thermovulgarisund

Paenibacillus sp.

Streptomyceten sind aufgrund ihrer Produktion vontilfiotika und Exoenzyme
(Sanglieret al, 1993) fir den technischen Gebrauch interessarg.déeser Klasse von
Mikroorganismen wurden bereits zahlreiche Proteasarert, wie beispielsweise die
Pronase auStreptomyces griseusine alkalische extrazellulare Serinproteasehibid
et al 1994). Aus Streptomyces pactunwurde eine Kreatinase mit einem
Temperaturmaximum von 65°C und einem pH-Optimum ydh = 8 gewonnen
(Bockle et al 1995). 2001 wurde auStreptomyces thermovulgarene Glucose-
Isomerase isoliert. Dieses Enzym hatte ein pH-Qgtinzwischen 7-8. Petinate et al.
(1999) kultivierten den aus brasilianischen Bodebpn stammenden Bakterienstamm
Streptomyces cyanengun Tage lang, um daraus eine extrazellulare@etease zu

isolieren.
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Die Kultivierungsdauer vors. thermovulgarisvurde auf 96 h beschréankt, da nach
dieser Zeit Proteaseaktivitdt im Medium nachgewiesairde, und bei langeren
Inkubationszeiten keine Sterilitat mehr gewahréisiverden konnte. Mit seiner
Wachstumstemperatur von 50°C gehort der Stamm za deermophilen

Streptomyceten, einer Minderheit dieser Gattung,Bsm dieser Temperatur wuchsen

die Zellen gut an.

Ein besonders kritischer Parameter bei der Zellkatung vonS. thermovulgarisvar

die Einhaltung eines konstanten pH-Wertes. Wahmesl Zellwachstums sank der
pH-Wert des Medium auf ein pH von 3. Da in einerarea Medium die Sekretion
von Proteasen verhindert wird, war eine Kultiviggun Schikanekolben ohne pH-
Kontrolle unméglich. Daher wurde die Zellziichtungter Vorlage der Nahrlésungen
in einem 20 L Fermenter durchgefiihrt, wobei derWEr wéhrend der Fermentation
standig nachjustiert wurde, um wéhrend der gesafgementationszeit von 96 h ein

konstanter pH-Wert von 7,2 zu gewahrleisten.

Die extrazellulare Protease wurde Uber zwei Remggschritte, einer
Ammoniumsulfatfallung und einer Kationenaustauschemmatographie aus dem
Kulturmedium in reiner Form gewonnen. Dazu mussie rotease nur 5-fach
angereichert werden, ein Vorteil der Isolierung das Kulturmedium. Die Reinheit
wurde durch verschiedene elektrophoretische Methd@®S-PAGE, Zymographie,

2D- und native Elektrophorese) bestatigt.

So konnte fir die Protease ad% thermovulgariseine schnelle und effektive
Reinigung etabliert werden, wahrend in der Literdtaufig aufwendige mehrstufige
Reinigungen mittels lonenaustausch-, Gelfiltrati@isomatographie, HPLC und

FPLC von Proteasen aB¢reptomyces sppeschrieben sind (Bressollier al, 1999).

Der zweite in dieser Arbeituntersuchte StammnPaenibacillus sp.mit einer
Wachstumstemperatur von 30°C gehort den mesopBierienstammen an und
wird den Bacilleaceazugeordnet. Auch dieser Stamm ist fiur seine Psetaklung
bekannt. AusPaenibacillus spwurde vonMoneke et al. (1998) eine thermophile
Xylose-lsomerase aus den Kulturiiberstand isolidbas Enzym hatte ein

Temperaturmaximum bei 60°C und ein pH-Optimum zhesc6,5 und 7,0.
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Die Kultivierung vonPaenibacillus sperfolgte nach Choet al. (1976) und wanach
72 h beendet. Auch hier gelang es, eine extrazelulProtease nach zwei
Reinigungsschritten in reiner Form zu bekommen eimer Ausbeute von 75 % und
einer 1,7-fache Anreicherung. Die Reinheit der &asé wurde mit Hilfe
elektrophoretischer Methoden uberprift, so zeigtenUntersuchungen mit der 2D-

Elektrophorese nur einen Proteinfleck auf dem Gel.

4.2 Stabilitat der isolierten Proteasen

Enzyme reagieren sehr sensible gegeniber duRenéiiisEen, wie Temperatur, pH-
Wert und Polaritdt, innerhalb engeren Grenzen durekiersible Aktivitats-

veranderungen, bei grol3eren Abweichungen solcheweliparameter kann es zu
irreversiblen Veranderungen und zu Denaturierung Bezyms kommen. Dies gilt
besonders fUr industrielle Prozesse, wo solche ndendingen nicht immer

auszuschlie3en sind und die Enzyme daher eine é&tabilitat aufweisen sollten.

Die Aktivitaten in Abhangigkeit der Temperatur, ale¢ eine Schlisselrolle in vielen
biotechnologische Anwendung hat, sollten Aufschliibsr die Temperaturstabilitat
der isolierten Proteasen a8s thermovulgarisind Paenibacillus spgeben. Fir die

Denaturierungskinetik wurden somit die angereig@re&Enzymen nach den jeweiligen

Reinigungsschritte aus beiden Mikroorganismen l&nut

In manchen Spezies wi&treptomyces exfoliatuand Streptomyces albidoflavus
variiert das Temperaturmaximum von Protease voi€C34f 45°C, belStreptomyces
fradiae dagegen ist die Protease am aktivsten bei 50°Gru@tteptomyces moderatus
ist das Optimum zwischen 50°C und 60°C (Chandrasek& Dhar, 1987; Yeoman &
Edwards, 1997). Serinproteasen &isthermovulgarisund S. pactumsind aktiv in
einem breiten Temperaturbereich zwischen 20°-60®2iehungsweise 40°-75°C
(Bockleet al.,1995).
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Die Protease au$. thermovulgarishatte bei einer Temperatur von 55°C eine
Halbwertzeit von 4h 27 min, bei 65°C verlor das ¥inz80% seiner Aktivitat. Das
Temperaturmaximum lag bei 65°C und der pH-Optimagiin Bereich von 9-10.

Die Protease auBaenibacilus sphatte dagegen eine Halbwertzeit von 14 min bei
48°C. Die Protease war am aktivsten bei einer Teatpe von 45°C und einem
pH von 8-9. Das Temperaturoptimum ist bei diesde&se deutlich niedriger als das

der aus dem gleichen Stamm isolierte Xylose-Isogsgera

4.2.1 Grolenbestimmung der isolierten Proteasen

Eine Methode zur Bestimmung der molekularen Mas=seisblierten Protease aus
S. thermovulgarisst die Gelfiltrationchromatographie mit Sephac®y200. Bei dieser
Methode wird die Masse des nativen Proteins mitfeHVerschiedener Eich-
Substanzen bekannter Molmasse bestimmt und istt $ngdinzung der SDS-PAGE.
Es konnte fUr die isolierte Protease &ighermovulgari®ine molekulare Masse von
28 kDa

bestimmt werden. Der ermittelte Wert aus der SD&EBAag bei 24 kDa. Die uber
beide Methoden bestimmte Molmasse und die einZ&émele auf das SDS-Gel deuten
darauf hin, dass die Protease keine Untereinhdigsitzt und es ein monomeres
Protein ist. Die Diskrepanz in der Molmassenbstimgbeider Methoden liegt bei der
relativen Ungenauigkeit insbesondere der Gelfitraim Fehlerbereich, auch hat bei

dieser Methode die Molekilform einen wesentlicherfl&gss.

Das Ergebnis der Molmassenbestimmung Uber die SB&EEPfUr die Protease aus
S. thermovulgaridag in der Groéf3enordnung der bisher isolierterinpesteasen aus
Streptomyceten (22-30 kDa) (Ren&bal.,1989, Murcet al.,1989).

1997 isolierte Yeomaret al. eine Protease auS. thermovulgarisDie Molmasse

wurde Uber die SDS-PAGE auf 30 kDa ermittelt. Diesinmung Uber die
Gelfiltrationschromatographie-Analyse ergab dagegme Molmasse von 120 kDa,
was darauf hindeutet, dass es sich bei der isafieRrotease vermutlich um ein

Tetramer handelt.
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Die Bestimmung der nativen Molmasse der ProteasePaanibacillus spiiber die
Gelfiltrationschromatographie ergab eine molekuldasse von 14,45 kDa. Die
Molbestimmung Uber die SDS-PAGE ergab 18 kDa. Besat isolierten Protease

handelt es sich also vermutlich um ein Monomer.

4.3 Untersuchung der Spezifitat der isolierten Protease

Bisher wurden die isolierten Serinproteasen @ursptomyces smls chymotrypsin-,
trypsin- und subtilisindhnliche Enzyme charakteris{Sidhuet al.,1994). Im Rahmen
der Charakterisierung wurden auch die in dieser eArbsolierten Proteasen
hinsichtlich ihrer Spezifitdit gegeniber verschiaersynthetischen Substraten und

Hemmstoffen untersucht.

4.3.1 Substratspezifitat

Um die Spezifitdt der zu untersuchenden Proteasmugdestimmen zu konnen,
wurden neben dem unspezifischen Azocaseintest eysthe Substrate mit klar
definierten Peptidbindungen eingesetzt. Die Untgdrangen zur Spezifitat der
isolierten Proteasen a& thermovulgarizind Paenibacillus spwiesen darauf hin,
dass chymotrypsinahnliche Aktivitaten vorlagen. Z8igte die isolierte Protease aus
S. thermovulgarismit den spezifischen Chymotrypsin-Substraten NeBwyt-L-
phenylalanin-p-nitroanilid, Benzoyltyrosin-p-nitmoéd und N-Benzoyl-L-
tyrosinethylester eine Umsetzung, wahrend mit deeziischen Substrat N-Benzoyl-
L-arginin-p-nitroanilid zur Detektion von trypsirkélichen Aktivitaten die isolierte
Protease keinerlei Reaktion aufwies. Dies bestdtigt bevorzugte Hydrolyse der
Saureamidbindung unter Beteiligung aromatischer nas@urereste. Aus den
Ergebnissen lasst sich ableiten, dass die Pro@as&. thermovulgarisnach den

aromatischen Aminosaureresten Phenylalanin undsiryspaltet.
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Die Untersuchung mit der isolierten Protease Rasnibacillus spzeigte, dass das
Enzym bevorzugt nach Tyrosinresten spaltet, wahreand den Substraten
N-Succinyl-L-phenylalanin-p-nitroanilid und Benzbyiosin-p-nitroanilid  kein

eindeutiges Resultat erzielt werden konnte. Dah&den zur weiteren Klarung der

Spezifitat der isolierten Proteasen Hemmestoff-Tdatshgeflhrt.

4.3.2 Enzymhemmung

Die Untersuchungen der Substratspezifitdit mit daterschiedlichen synthetischen
Substraten ergab, dass die isolierten Proteasen Saushermovulgaris und
Paenibacillus spchymotrypsindhnliche Spezifitaten zeigten. DieBegebnis wurde
anhand der Untersuchung mit Hemmstoffe untersdblesl Spezifitditen gegen Serin-,

Cystein- und Metalloproteasen bestéatigt.

Die Tests mit Ethylendiamintetraessigsaure scldreddetalloproteasen aus. Ebenfalls
konnte durch die negativen Ergebnisse trains-Epoxysuccinyl-L-leucylamido-(4-
guanidino)-butan (E-64) bewiesen werden, dass bei@eoteasen, keine Thiol-
Gruppen im aktiven Zentrum besitzen und somit kégsteinproteasen sind. Mit den
Serinproteasehemmestoffen Phenylmethylsulfonylfidiori4-(2-Aminoethyl)-benzol-
sulfonylfluorid und Chymostatin wurde bei beidenoteasen eine Hemmwirkung
erzielt. Somit konnte gezeigt werden dass es sieh heiden Enzymen um

chymotrypsin-ahnliche Proteasen handelt.
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4.4 Immobilisierung der isolierten Proteasen

In industriellen Prozessen erweisen sich loslicheyihe meist als wenig stabil und
kénnen nach ihrem Einsatz nicht mehr zurickgewonmerden. Zur Stabilisierung
von Enzymen werden diese haufig auf festen Obédrdidemmobilisiert und in dieser
Form angewandt. Im Papierspaltverfahren, einer btithzur Restaurierung von
geschéadigten Dokumenten, kommen immobilisierte Erezyauf Polyester-Vliese zur
Anwendung (Nouaimiet al, 2001). Die fur das Papierspaltverfahren entwieke
Immobilisierungsmethode wurde besonders fur Trypgimmiert. Es ist ein Verfahren
zur schonenden Oberflachenbehandlung, das auctiidtin dieser Arbeit isolierten

Proteasen erprobt werden sollte.

Aufgrund ihrer hydrophoben Oberflache wurden didy@sier-Vliese zuerst einer
partiellen sauren Hydrolyse unterworfen (Carvajahl., 1975) und anschlielend mit
Dicyclocarbodiimid und N-Hydroxysuccinimid aktivierUber einen Abstandshalter
(Spacer), das Rinderserumalbumin, wurde die Pretaasdas Vlies immobilisiert.
Durch den Spacer wird sowohl die Mobilitat des inlisierten Enzyms verbessert,
als auch die hydrophobe Wechselwirkung zwischen abihisiertem Enzym und
Matrix vermindert. Zudem wird das Enzym durch diehé Protein-Spacer-
Konzentration gegen Denaturierung und Selbstvemi@ugeschitzt. Cuatrecasas
(1971) konnte zeigen, dass eine gewisse Lange Hetardshalters erforderlich ist,
um sterische Hindernisse bei Wechselwirkung von yBnzund Substrat zu
minimieren. Daher ist es von Vorteil, fir eine lmsite Anwendung Spacer

unterschiedlicher Ladnge zu verwenden.

Im Vergleich zum Trypsin zeigten die immobilisiert®roteasen weniger Aktivitat.
Dies konnte dadurch erklart werden, dass nur wertigizyme als beim Trypsin an
das Vlies gebunden wurde, mdglicherweise besitzenEthzyme weniger aktive
Gruppen fur die Anbindung. Eine alternative Erkiigware, dass durch die kovalente
Fixierung der Proteasen an die hydrophobe Obe#dladlds Viieses die Proteasen an
Aktivitat verlieren. Schlie3lich wurden die Enzymeach einer fir Trypsin
optimierten Methode an das Vlies gekoppelt. Troizdeben diese Versuche ergeben,

dass die neu isolierten Proteasen auch durch diésehnode in aktiver Form




94 4 Diskussion

immobilisiert werden kdnnen. Zur Optimierung dermobilisierungtechnik fur die
neu isolierten Proteasen und zur Steigerung deriéksausbeute sind nunmehr noch
weitergehende Versuche nétig. Zunachst ist einerpyofing der Abstandhalter
vorrangig, wobei andere hochmolekulare Spacer, R&€, Dextran und Aldehyd-
Dextran in Frage kommen. Ebenfalls wéare eine Mpdifung der Kopplungs-

bedingungen an das Vlies zu tberlegen.

4.5 Immunologische Untersuchungen

Weitere Erkenntnisse zur Verwandtschaft der istidieProtease a& thermovulgaris
konnten aus immunologischen Untersuchungen gewonmerden. Polyklonale
Antikdrper gegen diese Protease wurden in einemn€hen stimuliert und die 1gG-
Fraktion aus dem Serum durch Ammoniumsulfatfallungnd lonen-
austauschchromatographie gewonnen. Als Nachweis Adéigene in komplexen
Proteinldsung wurde eine Immunodiffusion nach Oedbhy und eine Antigen
Antikdrper-Préazipitation in Ldsung durchgefuhrt. \@ihl sich die gereinigten
Antiférper gegen ihr Antigen als stabil erwiesemrauf dem SDS-Gel hauptsachlich
die schwere Kette als Bande bei ~ 60 kDa war gethtlsar, wahrend die nur die
leichten Kette bei ~20 kDa nur schwach zu seheremvaDie Kreuzreaktion mit
Trypsin, Thermolysin ergaben keine positive Ergebaj dagegen ergab die Reaktion
mit der Pronase einen direkten Abfall der Aktivitéd dass ganz offensichtlich eine

Verwandtschaft der neu isolierten ProteaseSaukermovulgarigu Pronase besteht.
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4.6 Ausblick

In Hinblick auf weitere Untersuchungen zur Chargkierung der gereinigten
Proteasen aus$. thermovulgarisund Paenibacillus sp.musste fur ihre genauere
Identifizierung eine Sequenzanalyse mittels Edmbabad oder moderne
Spektroskopieverfahren wie ,MALDI-TOF-MS* angewendeerden. Es konnten
dabei Vergleiche mit bekannten Proteinsequenzeratenbanken herangezogen
werden. Aufgrund der verbesserten Empfindlichkeit Kernresonanz-Spektroskopie
in den letzten Jahren konnte, diese auch fur diePranalytik angewendet werden
(Landryet al.,2000).

Eine Moglichkeit zur Verbesserung der biotechndogen Anwendungs-
maoglichkeiten der isolierten Proteasen bestehteinMethode gezielter Aminosaure-
Austausche zur kunstlichen Erhéhung der Thermdgtdbin diesem Fall waren die
beiden alkalischen Proteasen nicht nur von natsemischaftlichen Interesse, sondern
kénnten auch in der Lebensmittel- und Pharmaingusterwendung finden (Kumar
& Takagi, 1999).
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegender Arbeit wurden zwei exgHallare thermophile Proteasen
aus den Bakterienstamme®. thermovulgarisund Paenibacillus sp erfolgreich
isoliert. FUr die Gewinnung beider Proteasen aus dsben genannten
Mikroorganismen waren jeweils nur zwei Reinigunggsgte notig, eine
Ammoniumsulfatfallung und eine lonenaustausch- bzw.
Gelfiltrationschromatographie. Zur Untersuchung Bemheit und Gré3ebestimmung
des Extraktes wurde neben der Messung der proigdign Aktivitat und
Proteinbestimmung verschiedene elektrophoretischegthddlen (SDS- und native
PAGE, 2D-Elektrophorese und Zymographie) durchgefih

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurden beidet€asen bezlglich ihre Spezifitat
und GrolRe charakterisiert. Die Untersuchung derzi8fi#¢ der Protease mit
verschiedenen  synthetischen  Substraten  ergab  flride be Proteasen
chymotrypsinahnliche Spezifitdt. Sie bevorzugenSialtung der Sdureamidbindung
an der Stelle von aromatischen Aminosauren wie digraind Phenylalanin. Dies
wurde durch Versuche mit unterschiedlichen Hemnfetobekraftigt. Mit den fir
Serinprotease spezifischen Hemmstoffen Phenylsyfioorid und 4-(2-Aminoethyl)-
benzolsulfonylfluorid, wurde sowohl die Proteass 8uthermovulgarisls auch die
Protease audPaenibacillus sp gehemmt. Dagegen zeigten Hemmstoffe gegen
Metalloproteasen und den Cysteinproteasen keinekuMy. Diese Ergebnisse
bestatigten, dass es sich bei den isolierten Feteaum Serinproteasen mit

chymotrypsindhnliche Spezifitat handelt.

Zur GroBenbestimmung der Protease &usthermovulgarisund Paenibacillus sp
wurden in erster Linie elektrophoretische Methodegewandt. Die SDS-PAGE ergab
flr die Protease awgaenibacillus speine Molmasse von 18 kDa und flr die Protease
aus S. thermovulgariseine Molmasse von 24 kDa. Fir das native Proteis a
S. thermovulgariswurde mittels der Gelfiltration eine Molmasse ven28 kDa

ermittelt. Es handelt sich offensichtlich um einenomere Protease. Bei der Protease
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ausPaenibacillus spwurde fir das native Protein ~ 12,3 kDa bestimmit.

Die Stabilitdtsuntersuchungen beider Proteasen ichiish Temperatur und
pH-Einflissen ergaben fir die Protease aus. thermovulgaris ein
Temperaturmaximum bei 65°C und ein pH-Optimum ziwsc9-10. Die Protease aus
Paenibacillus sp dagegen hat ein Temperaturmaximum bei 45°C und ava
stabilsten bei pH 8-9.

Ebenfalls gelang es in dieser Arbeit polyklonaletikirper gegen der Protease aus
S. thermovulgarizu gewinnen und somit Verwandtschaftsbeziehungeromase

aufzuzeigen, wahrend Trypsin und Thermolysin k&reuzreaktionen ergaben.

Im letzten Teil der Arbeit wurden die isolierteroBrasen an Polyester-Vlies als festes
Tragermaterial immobilisiert. Die Immobilisierungf@gte Gber Rinderserumalbumin
als Abstandhalter. Mit beiden Proteasen konntaedrager Methode Enzymaktivitat auf

dem Vlies nachgewiesen werden.
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6 Materialien und Methoden

6.1 Materialien

6.1.1 Bakterienstamme

Der aus nigerianischen Bodenproben isolierte BattstammS. thermovulgaris
wurden freundlicherweise von Frau Dr. Comfort InyanMakurdi, Nigeria

bereitgestellt.

Der BakterienstamrPaenibacillus spwurde ebenfalls aus Bodenproden aus Nigeria
gewonnen und ist bei der Deutschen Sammlung vonrddiganismen und
Zellkulturen GmbH (DSMZ), Braunschweig, Deutschlanohter der Nummer
DSM ID 96-633 deponiert.

6.1.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien hasianweit nicht anders angegeben,
den Reinheitsgradpro analysis®. Glycerin, CHAPS, NaCl, Ethanol, Methanol,
Eisessig, Dioxan, Trichloressigsaure, Silbernimatl NaOH stammten von Merck
Eurolab (Frankfurt, Deutschland). Ammoniumperoxatiat, Glycin,
Bromphenolblau, Agarose, Harnstoff, Acrylamid, NWthylenbisacrylamid, SDS
und TEMED und lodacetamid wurden von Roth (Karlsrubeutschland) bezogen.
Von ICN Biomedicals GmbH (Eschwege, Deutschlandjden Hefeextrakt, Nutrient
Broth, Maltextrakt, Pepton, Trypton und Coomassidldhtblau R 250 verwendet.
Fluka Chemie AG (Buchs, Schweiz) lieferte Glukosetlydroxylsuccinimid, N,N’-
Dicyclohexylcarbodiimid, Natriumborat und Glutaridiehyd. Ammoniumsulfat,
Kaliumdihydrogenphosphat, di-KaliumhydrogenphosphACA, TRIS, Aprotinin,
Chymostatin, Azocasein, N-Benzoyl-arginin-p-Nitrd@h N-Succinyl-L-phenyl-p-

nitroanilid und Dextranblau auseuconostoc sspwurde von Sigma (Taufkirchen,
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Deutschland) verwendet. BTEE, ATEE, E-64, EDTA, HMSTPCK, TLCK,

Chymostatin, Pefabloc und DTT stammten von Servaidglberg, Deutschland).
Weiterhin kamen von Roche Diagnostics (MannheimutBehland) Chymotrypsin,
Trypsin, LDH, Pronase und BSA zum Einsatz. Die ewstibstanzen fur die 2D-
Elektrophorese NP0001, NP0002, NP0008, NP0009, esdRrR Gelfolie ZM001,
SDS-Fertiggel NP0330, Proteinmarker LC5677 und AotyghZM0021 wurden von
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Zzigéh wurde eine PAGE Blue

Fertigfarbelésung von Fermentas GmbH (St. Leon Betitschland) angewendet.

Fur die Enzymreinigung wurden Sephacryl S-200 vomefsham Pharmacia
(Freiburg, Deutschland), CM-52-Cellulose, DE-52i@lese von Whatman
(Maidstone, UK) gebraucht. Die 10 kDa Protein-Leisgammt von Biomol GmbH
(Hamburg, Deutschland).

Die Gelatineproben wurden freundlicherweise vonuFEipl.-Rest. Eva Galinsky
Stuttgart zur Verfiugung gestellt. Der verwendetaed4toff PET-Vlies FO-2413

stammt von Freudenberg (Weinheim, Deutschland).
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6.2 Methoden

6.2.1 Stammhaltung und Reinheitsiberprifung vonS. thermovulgaris

Zur Erhaltung der Stammkultur wurden 200 ml eingschen Hauptkultur von
S. thermovulgaris(s. Kap. 6.2.2) an einer Tischzentrifuge in sterilR6hrchen
abzentrifugiert. Die abgesetzten Zellen wurden @ tl Hauptkulturmedium
aufgeschlammt, in sterilen Reaktionsgefal3en unisaz von 15% Glycerin pipettiert
und bei —80°C aufbewabhrt.

Zur Uberprifung der Reinheit des BakterienstamrBesthermovulgarisund zur
Gewinnung von Einzelkolonien wurde Agar/Malz Plattggegossen. Fur die
Herstellung der Agar/Malz-Platten wurden 12 g Agad 10 g Malzextrakt in 500 ml
H2Oqest (PH 7,0) und separat 4 g Glucose in 500 nDi; sterilisiert. AnschlielRend
wurden die beiden Losungen vereint und je etwa P@uh Petrischalen von einem
Durchmesser von 9 cm verteilt. Nach Erstarren désrbbdens wurden unter sterilen
Bedingungen jeweils 100 pl der Stammkultur \@nthermovulgarigleichmalig auf

die Platte verteilt und diese im Brutschrank beéiG@ir 3 Tage inkubiert.

6.2.2 Fermentation vonS. thermowvulgaris

Das Medium fiur die Anzucht vos. thermovulgarisenthielt in 1 | HOgeion 8 9
Nutrient Broth, 2 g Hefeextrakt und 10 g Glucoser, pH-Wert der Losung wurde auf
7,0 eingestellt. Das Medium wurde zunachst in 500argel6st. 10 g Glucose wurde

ebenfalls in 500 ml gel6st. Beide Losungen wurdspasat sterilisiert.

Die Anzucht der Zellen erfolgte mittels drei autemderfolgenden Kulturen.
Es wurden funf Vorkulturen zu je 20 ml des obenegepenen Medium in 100 ml
Schikanekolben, sowie ein Kolben als Kontrolle nfeit200 ul der eingefrorenen
Stammbakterien angeimpft und anschliel3end bei i C2 h mit einer Frequenz von
180 Hz in einen Wasserbadrundschittler Typ Aquafiiofors AG, Bottmingen,
Schweiz) geschuttelt. Fir die Gewinnung der exthalzeen Protease wurde ein 20 |

Fermenter vom Typ Intensor (Giovanola Freres Mon8ohweiz) verwendet.
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Mit den gewachsenen Zellen wurden wiederum vierkulburen mit je 100 ml
Medium in vier 500 ml Schikanekolben angeimpft (fil). Diese wurden im
Inkubator bei 50°C fur 12 h geschittelt. Mit je bl der Vorkultur wurde die
Hauptkultur, verteilt auf vier 2 | Schikanekolbentge 250 ml Medium, angeimpft.
Diese wurde ebenfalls bei 50°C fir 12 h im Inkubageschuttelt und direkt dem

Animpfen des Mediums im Fermenter benotigt.

Fur die Fermentation vois. thermovulgarisvurde 20 | des oben beschriebenen
Mediums eingesetzt. Die Drehzahl des Fermentermdégy bei 1200 U/min und die
Bellftungsrate wurde auf 6-8 |/min eingestellt. Flie Fermentation wurde eine
Temperatur von 50°C und eine Fermentationszeit 3®rh gewahlt. Die Zelldichte
wurde durch Tribungsmessung in steril entnommemeheld bei 546 nm gemessen.
Der pH-Wert wurde auf 7,2 eingestellt und tberRRegelkreislauf konstant gehalten.
Bei Abfall des pH-Wertes wurden 1N NaOH zutitrieAbschlieRend wurde die
Zellmasse uber eine Durchlaufzentrifuge vom Mediabgetrennt. Der Uberstand

wurde fur die folgenden Reinigungsschritte bei Q@tlagert.

6.2.3 Reinigung der Protease au$. thermovulgaris

6.2.3.1 Ammoniumsulfatfallung

Die Proben im zellfreien Medium nach der Fermeatatiwurden mit
Ammoniumsulfat konzentriert. Die Fallung wurde b&0% Sattigung bei 4°C
durchgefiihrt (Holtzhauer, 1988). Dazu wurden zu IMédium 561 g festes
Ammoniumsulfat unter langsamen Riuhren zugegebenviEde 6 h bei 4°C gerthrt
und der entstandene Proteinniederschlag in einetridege von Typ Sorvall RC-5,
(Kendro, Hanau, Deutschland) bei 8000 U/min fir ®@h abzentrifugiert. Der
Niederschlag (16 g) wurde anschlie3end in 30 n8 00T ris-HCI, pH 7,5 aufgeldst.
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6.2.3.2 Dialyse

Zur Entfernung von Ammoniumsulfat wurde die konrziemte Proteinlésung einer
Dialyse unterzogen. Der Dialyseschlauch (ViskinggtlR Karlsruhe, Deutschland)
wurde zuvor in einer verdinnten EDTA-L6sung fur hih gekocht und dann mit
Wasser gespilt. AnschlieRend wurden 30 ml der if6geIng in den Dialyseschlauch
gefullt und dieser an beiden Seiten mit zwei Knaterschlossen. Der Schlauch wurde
in 11 0,05M Tris-HCI-Puffer pH 7,5 gehangt und BEC unter langsamen Ruhren
dialysiert. Der Puffer wurde dabei viermal nachgds/2 h gewechselt. Das Dialysat
hatte ein Volumen von 50 ml und wurde fir die weite Schritte bei -20°C

aufbewahrt.

6.2.3.3 lonenaustauschchromatographie:

Zur Reinigung des dialysierten Ammoniumsulfatniedbtags wurde als
Kationenaustauscher Carboxymethyl-Cellulose vom TypM-52 in einer
Chromatographiesaule (Lange: 20 cm; Durchmessercn® verwendet. Das
Saulenmaterial wurde mit mehreren Gelbettvolumina0@®5 M Tris-HCI, pH 7,5
aquilibriert. Der dialysierte  Ammoniumsulfatniedentag (20 ml) mit einen
Proteingehalt von 76 mg wurde auf eine Kationersaussther Saule aufgetragen. Die
Elution erfolgte mit 300 ml eines aufsteigenden N&@adienten von 0 bis 0,5 M in
0,05 M Tris-HCI-Puffer pH 7,5 und einer Flussratmvi ml/min. Insgesamt wurden
100 Fraktionen von je 3 ml gesammelt. Der Verlaef Blution wurde anhand der
UV-Absorptionsmessung bei 280 nm am UV-Spektralt®meter UV2100
(Shimadzu, Dusseldorf, Deutschland) verfolfie Proteaseaktivitdt jeder zweiten
Fraktion wurde mittels Azocasein-Test detektierte @ktiven Fraktionen wurden

vereinigt und mit Hilfe einer Rihrzelle auf 7 mhgeengt.

Zur Regenerierung des Saulenmaterials wurde dasnddelial von der Saule
entnommen, in 100 ml 0,5 M HCI aufgeschlammt und2fdi min zur Abtrennung von
nicht mehr verwendbarem Gel (Uberstand) stehersgeta Die CM-Cellulose wurde
anschlieend abfiltriert, mit 4 gewaschen und fir 20 min in 100 ml 0,5 M NaOH

regeneriert.
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Schlief3lich wurde das Gel bis zur Neutralitat mad&er in einer Fritte unter Vakuum

gewaschen und bis zur weiteren Verwendung in Ethaufbewabhrt.

6.2.3.4 Proteinbestimmung

Bradford-Methode

Die Proteinbestimmung nach Bradford (1976) erfolgtét 0,5-5ug BSA als
Proteinstandard.Fur die Herstellung des Bradford-Reagenz wurden 100§
Coomassie Brillant Blue G-250 in 50 ml 95% Ethamotl 100 ml Phosphorsaure (85
%) gelost. Die erhaltene Losung wurde miOHauf 1 L aufgefillt.Zu 50 ul der
Proteinprobe wurden 950 pl Bradford-Reagenz gegeblth 5 min Inkubation
wurde der entstandene blaue Farbkomplex detekbést.Eichgerade ist in Abb. 49
abgebildet.
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Abb. 49: Eichgerade fir die Proteinbestimmung nach Bradf@i976) mit einer
BSA-LGsung.
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BCA-Methode

Die BCA-Methode ist sehr empfindlich (0Og/ml), schnell (ca. 10 min bei 50°C),
zeigt kaum Losungsmitteleinfliisse und ist daherhafic immobilisierte Proteine
einsetzbarBei diesem Test bildet das Protein mit’Glonen in alkalischer Lésung
einen Komplex (Biuret-Reaktion). Die €donen des Komplexes werden durch die
Peptidbindung und durch oxidierbare Aminosaurerg Wyrosin, Tryptophan und
Cystein, zu CU reduziert, das mit Bicinchoninsdure (BCA) einenoleften
Farbkomplex bildet. Ein weiterer Vorteil der BCA-Mede ist, dass die Verfarbung

auf den Vliesen nicht so intensiv ist, wie sie b&radford-Test in Erscheinung tritt.

Die Absorption des Komplexes wurde bei 562 nm geeresAlsReferenz wurde eine
Eichgerade mit verschiedenen Konzentrationen einBSA-Stammlosung
aufgenommen. Die Absorptionsmessung bei 562 nnilist einen breiten Bereich

linear zur Proteinkonzentration (s. Abb. 50).
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Abb. 50: BCA Eichgerade mit BSA als Standardprotein.
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Fur Loésung A wurden 100 ml J vorgelegt und 1g BCA-N&alz, 2 g
Natriumcarbonat, 0,16 g MNdartrat, 0,4 g NaOH und 0,95 g NaHE@ugegeben.
Der pH-Wert wurde mit konz. NaOH auf 11,25 eingitsteir Lésung B wurde 1 g
CuSQ x 5 HLO mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 25 ml aufgefillt. Lasdnund
Losung B wurde anschlielend im Verhaltnis 50:1 )(\gemischt (Losung C) und

sofort verwendet.

Fur den BCA-Test wurden 0-50 pg Protein vorgelegt umit Wasser auf 50 pl
aufgefullt. Dann wurden 950 pl Lésung C zugegeldsmch 30 min Inkubation bei

37°C wurden die Proben photometrisch bei 562 nneigé$O gemessen.

6.2.3.5 Ultrafiltration

Die Konzentrierung der proteolytisch aktiven Frakgén der einzelnen
Reinigungsschritte erfolgte mit Hilfe der Ultrafdtion. Hierfir wurde eine
Ultrafiltrations-Druckkammer ~ (Amicon, Witten, Degtdand) mit einer
polyethersulfonbeschichteten Membran der Porengi@3Da eingesetzt (Millipore,
Eschborn, Deutschland). Mit dieser Methode ist lesnélls moglich, Salze sowie

niedermolekulare Verbindungen abzutrennen.

6.2.4 Medien und Anzucht vonPaenibacillus sp.

Fur die Anzucht vorPaenibacillus spwurden 8 g Nutrient Broth in 1 1 fir die
Vorkultur eingesetzt. Zur Kultivierung des Bakt@isgammes wurde in einem ersten
Schritt eine Vorkultur mit drei Schikanekolben nm@ 50 ml Medium der oben
genannten Zusammensetzung angesetzt, wobei zwei jevieils 200 pl
Stammbakterien vonPaenibacillus sp angeimpft wurden und ein Kolben als
Kontrolle diente. Die angeimpften Kolben wurden emem thermostatisierbaren
Inkubator kontinuierlich bei 120 U/min und 30°C &4 h inkubiert. Anschliel3end
wurden drei Kolben mit jeweils 200 ml des Hauptiutiediums pH 7,0 beftillt.

Das Hauptkulturmedium bestand aus in 1 JOHgelbsten 10 g Trypton, 7 g
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Hefeextrakt, 1 g Magnesiumsulfat und 5 g Gelatm#,der Vorkultur angeimpft und
weitere 48 h bei 30°C inkubiert. Nach der Inkubatisurden die Zellen bei einer
Drehzahl von 8000 U/min innerhalb von 30 min abafrgiert. Der Niederschlag
wurde verworfen und der Uberstand fur die weiterefatbeitung bei -20°C

aufbewahrt.

6.2.5 Reinigung der Protease au®aenibacillus sp.

6.2.5.1 Ammoniumsulfatfallung und Dialyse

Es wurde analog wie b&i. thermovulgarisbeschrieben in Abschn. 6.2.3.1 und 6.2.3.2

verfahren.

6.2.5.2 Gelfiltration an Sephacryl S-200

Fur die Gelfiltration wurde eine Kunststoffsaulet mer Lange von 90 cm und einem
Durchmesser von 2 cm verwendet. Als Saulenmatenatle Sephacryl S-200 mit
einem Trennbereich von 1 000 - 100 000 Da verweridatdas Saulenmaterial in
20%igen Ethanol aufbewahrt wird, musste dieses chstamit HOyes: gewaschen
werden und mit mehreren Gelbettvolumina 0,05 M Walphosphatpuffer pH 7,5
aquilibriert werden. Dann wurden langsam 6 ml deslysierten Ammonium-
sulfatniederschlags aufgetragen und mit einem Flims 1 ml/min mit 0,05 M
Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 eluiert. Es wurden Faalen zu je 3 ml gesammelt und
jede zweite Fraktion getestet. Die Elutionsverlaufrde durch UV-Absorption bei

280 nm verfolgt. Die Enzymaktivitat wurde Uber derocaseintest bestimmt.
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6.2.6 Elektrophoretische Methoden

6.2.6.1 Diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese

Zur GroRebestimmung von Proteinen und deren Ubgnmpgiauf ihre Reinheit wurde
eine SDS-PAGE unter denaturierenden Bedingungenh neaemmli (1970)
durchgefiihrt. Die Auftrennung der Proteine erfolgtef einer 10%-igen PAGE
entsprechend ihrer GrofRe. Hierfir wurde die Elgkioyesekammer mit 250 ml
Reservoirpuffer (3 g Tris und 14,4 g Glycin in Whsser) und 0,1% (w/v) Natrium-
dodecylsulfat (SDS) aufgeflllt. SDS diente der Dmation der Proteine durch
Unterdrickung der Protein-Protein-Wechselwirkungud@&arstruktur). Aul3erdem
entstand ein negativ geladener SDS-Proteinkomptket, fir die Trennung der

Proteine im elektrischen Feld ndtig ist.

Fur die Elektrophorese wurde zu einer 20 pl Prpteibe 20 pl SDS-Probenpuffer
(10% SDS, 87% Glycerin, 3% 1 M Tris/HCI pH 6,8) u@dul Bromphenolblau
gegeben und fir 5 mirgekocht Die Elektrophoresekammer wurde mit 250 ml
Reservoirpuffer (3 g Tris und 14,4 g Glycin in Whsser) und 0,25 g SDS aufgefullt
AnschlieRend wurden die vorbereiteten Proben inTdischen des Gels aufgetragen.
Die Zusammensetzung der Gele fir die SDS-PAGH i$tabelle 11 aufgelistet.

Tabelle 11:Zusammensetzung der Gele fiur die SDS-PAGE.

Gelzusammensetzung 5%Trenngel (ml) 10% Sammelgel (ml)
30:0,8 Acrylamid/Bis 6 1
Trennpuffer (1M Tris-/HCI pH 8,8) und 2,25 2

Sammelgelpuffer (1M Tris-/ HCI pH 6,8)

10% SDS 0,18 0,08
H,O 8,67 4,48
10% APS 0,15 0,1

TEMED 0,006 0,006
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Die Elektrophorese wurde in einem vertikalen Syste#n28 mA durchgefihrt und
war beendet sobald die Bromphenolblau-Front dearantRand des Gel erreicht hat
(ca. 90 min). Nach Ablauf der Elektrophorese wuildse Gel aus der Elektrophorese-
Kammer entnommen und die Proteinen mit der gewiieschlethode je nach ihrer
Konzentration nachgewiesen. Zur Detektion der Bandeaurden Farbreaktionen
angewandt. Die Coomassiefarbung diente der unspariin Detektion von Proteinen
(Nachweisgrenze bis zu 100 ng Protein). Empfinéiichst die PAGE-Blue
Farbelosung mit der bis zu 5 ng Protein detektwegtden konnten. Fir geringe
Proteinmengen wurde die Silberfarbung angewendetemer Nachweisgrenze von
etwa 20 ng.

Coomassie-Féarbung:

Fur die Coomassie-Farbung wurde das Gel zur Fimgerund Farbung in einer
wassrigen Coomassie Brilliantblau (45% (v/iv) MeO8%% (v/v) Eisessig , 0,25%
(w/v) Coomassie Brillant Blue G-250) inkubiert. Umlie getrennten Banden
anschlieend sichtbar zu machen, wurde das Geatingt Losung aus 250 ml EtOH,
150 ml Essigséaure und 600 mjQgqestentfarbt.

Silber-Farbunag:

Bei der Silber-Farbung wurden fur die Fixierungr@¥Essigsaure, 80 ml Ethanol und
100 pl Formaldehyd (37%) mit 200 ml,®higes: aufgefullt und auf das Gel in das
Fixierbad gelegt. Anschliel3end wurde dreimal mivdiem Ethanol gewaschen. Fur
die Impragnierung wurden 400ul 10%ige (W/v),B8®;in 200 ml HO,4staufgefulit.
Das Gel wurde imprégniert und danach dreimal jesv@ll s mit HOpigestgeWaschen.
Das Silberfarbungsreagenz wurde aus 0,4 g Silbatnind 150 pl Formaldehyd
(37%) in 200 ml HOpigesthergestellt und das Gel fir 20 min behandelt. Deniekler
bestand aus 18 g BM20;, 12 pl 10%ige (w/v) N&5,03 150 pl Formaldehyd (37%)
geldst in 300 ml KD,i4est Nachdem die Banden sichtbar geworden sind, wdede
Gel mit HOpigestgewaschen und die Reaktion mit 24 ml Essigsaude80rnml Ethanol
in 200 ml HOpigest gestoppt. Zum Schluss wurde nochmals mit 50%igehariol

gewaschen.
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6.2.6.2 Diskontinuierliche Gelelektrophorese unter natiBsmdingungen

Die Zusammensetzung des Gels bei der nativen Gelgdorese war identisch mit
den Gelen fir die diskontinuierlichen SDS-Elektropse (s. Tabelle 11), es wurde
jedoch in der Probe kein SDS zugegeben.

Jeweils 20 pl (0,7ug), mit 20 pl Probelésung wurdeneiner Rohrzuckerldsung (ca.
1 mg pro ml) und 2ul Bromphenolblau gemischt uneldiauf das Gel gegeben. Die
Elektrophoresekammer wurde mit 250 ml Reservoigrufufgefiillt. Die Trennung

erfolgte bei einer Stromstarke von 28 mA. Nach bdetsr Elektrophorese wurde das

Gel entnommen gefarbt.

6.2.6.3 Zweidimensionale Gelektrophorese

Fur die Probenvorbereitung zur zweidimensionalemel@ltrophorese wurden fl
Rohextrakt mit 15Qul Rehydratisierungs-Puffer versetzt. Fur die Hdltatg dieses
Puffers wurden 12 g Harnstoff, 0,5 g CHAPS, 1#2#5Ampholyt und 0,5 ml 0,1%
(w/v) Bromphenol-Blau Losung in 25 ml.Bl gelost. 1 ml der gewonnenen Ldsung

wurden mit DTT bis zu einer Endkonzentration vom2d versetzt.

Die gesamte Probel6sung wurde auf die Gelfoliegespannt in die Kassette der
Apparatur, aufgetragen und Uber Nacht bei RT redtigiert. Fur die isoelektrische
Fokussierung wurde die Kassette in das 2D-Gelapktirese-Gerat Uberfuhrt

(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und nach foldggm Spannungsverlauf getrennt.




110 6 Materialien und Methoden

2000 -
1800 -
1600 -
1400 +
1200 +
1000 +

800 -

Spannung [V]

600 +

400 -

200 00—

O T T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 10
0

Zeit [min]

Abb. 51: Spannungsverlauf fur die isoelektrische Fokussaigru

Im zweiten Schritt der 2D-Gelelektropherese wird @Gielfolie in einer reduzierenden
Losung (500 pl reduzierende Losung + 4,5 ml Prob#ap fir 15 min bei RT in
einem Glasréhrchen &aquilibriert. Anschliel3end vdre L6sung abdekantiert und der
Fokussierungsstreifen mit 5ml Alkylierungslosun@ging lodacetamid geldst in 5 ml
Probenpuffer) fur 15 min bei RT inkubiert und wiedi® abdekantiert. Nach der
Alkylierung wird der Fokussierungstreifen mit derel€eite nach unten auf ein
tragerfoliengestitztes SDS-PAGE-Fertiggel (4-12%) Gen der Firma Invitrogen
Ubertragen und mit 400 ul 0,5% (w/v) wassriger Agatosung fixiert. Anschlief3end
wurde das SDS-Gel in die Elektrophorese-Kammerespgnnt. Nach dem Auftragen
von 2 pl Proteinmarker und Auffillen der Kammer rhil Laufpuffer (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) wurde die SDS-PAGE bei ¥0flir 40 min durchgefhrt.
Nach Beenden der Elektrophorese wurde das Gel mnten und die aufgetrennten

Proteine (Spots) mit Silberfarbungsreagenz sictgbaracht.
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6.2.6.4 Proteolytische Aktivitatsbestimmung Uber die Zynagdrie

Ein weitere Mdaglichkeit der Charakterisierung vomoteinen mit Hilfe einer
elektrophoretischen Methode ist die Zymographie @®¥afet al 2002; Caldast al.
2002; Leber & Balkwill 1997; Kleiner & Stetler-Stenson 1994)Bei dieser Technik
wird die Proteaseaktivitdit des getrennten Proteins einem 10 %e-iges
Polyacrylamidgel detektiert. Die Proteine werdeeribei unter denaturierenden, nicht
aber reduzierenden Bedingungen getrennt. Das Rsotestrat, meistens Gelatine,
wird dabei mit dem Acrylamid in das Gel copolym@nts An der Stelle, wo die
Gelatine verdaut wird, erscheint nach Anfarbung @aomassie Brilliantblau eine

weille Bande.

Zur Herstellung des Trenngels fir die Zymographiegden 6 ml Acrylamid / N-N'-
Bisacrylamidlésung im Verhaltnis 30:0,8 (w/w) voggden. Zu dieser Losung wurden
nachfolgend 2,25 ml Tris HCI (pH 8,8), 7 m}®higess 180 ul 10% (w/v) SDS-L6sung,
2 ml 0,1% (w/v) Gelatinelésung, 100 pl 12% (w/v) moniumperoxidisulfat und 6 pl
TEMED zupipettiert. Das Sammelgel bestand aus 1 Adrylamid/N-N'-
Bisacrylamidlésung im Verhéltnis 30:0,8 (w/w). Zuieser LOsung wurden
nachfolgend 2 ml Tris HCI pH (6,8); 80 pl 10% (w&IDS-Losung, 4,48 ml #yigesi
100 pl 12% (w/v) Ammoniumperoxidisulfat und 6 puINMED zupipettiert.
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Die Polymeristion der Gele erfolgte in einer Gelkaenapparatur SE 250 (Hoefer
Pharmacia Biotech Inc.,Uppsala, Schweden). Als iRegeuffer wurde hier wie bei
der SDS-PAGE der Tris-HClI pH 8,3 benutzt. Die Piobeng wurden im
Verhaltnis 1:1:0,1 (v/vliv) (Probe:Probenpuffer:Biamenolblau) zusammengegeben.

Die Elektrophorese erfolgte bei einer Stromstéaue 28 mA.

Nach Beenden der Elektrophorese wurde das Geleausainmer entnommen und fur
1 hin einer wassrigen 2,5%igen (v/v) Triton 106sung auf einem Proben-Schiittler
inkubiert. Dann wurde das Gel in einer Petrischaite0,05 M Kaliumphosphat-Puffer
pH 7,5 Gber Nacht bei 30°C fiir Protease Rasnibacillus spbzw. 50°C fir Protease
aus S. thermovulgaridiber Nacht inkubiert. Die anschlieBende Farbung @els
erfolgte mit einer PAGE Blue-Fertiglosung. Das Geurde 3x mit HOpigest
gewaschen und 60 min in der Farbeldsung inkubiig. anschlieRende Entfarbung

erfolgt mit H,OpigestfIr 5 min.

6.2.7 GrofRenbestimmung an Sephacryl S-200

Zur Grolebestimmung der isolierten Protease wurthee ehromatographische
Trennung auf Sephacryl S-200 durchgeftihrt. Die kKstofsdule hatte eine Lange von
74 cm und einen Durchmesser von 2 cm. Als Standaigipe wurde 1 mg
Dextranblau aud.euconostoc ssp(2000 kDa), 100 ug Katalase aus Rinderleber
(240 kDa), 1 mg BSA (67 kDa) und 1mg LDH aus Scimsberz (140 kDa)
verwendet. Zur Uberpriifung des molekularen Masse géeeinigten Protease aus

S. thermovulgarisvurden 3 ml mit einen Proteingehalt (1,65 mg) esejzt.

Die Saule wurde zunachst mit 0,05 M Tris-HCI (pB)4nd 1 mM CaGlaquilibriert
und anschlieRend die Probe zusammen mit den vedsamen Eichproteinen
aufgetragen. Die Elution erfolgte mit demselben f&uf mit einer
Elutionsgeschwindigkeit von etwa 0,8 mil/min. DeruLader Gelfiltration betrug
ungefahr 5 h. Es wurden Fraktionen in Abstanden3/amn aufgesammelt. Von jeder
zweiten Fraktion wurde die UV-Absorption bei 280 mmd die Enzymaktivitat der

Protease mittels Azocasein Tests bei 350 nm gemesse
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6.2.8 Enzymtests

6.2.8.1 Azocasein

Beim Azocasein-Test (Brock, 1982) spaltet die Raseeaus dem Substrat nicht nur
Aminosauren und Peptide, sondern auch die Azogrugpe Die abgespaltenen
Azokomponenten sind in TCA l6slich und konnen somitekt photometrisch
gemessen werden. Dabei ist die Aktivitdt definigld die Enzymmenge, die unter
Testbedingungen (50°C) eine Absorptionsanderung @ioer Einheit pro 30 min
bewirkt (Kundu, 2000). Zu 500 ul 0,2%-iger Azocaseiurden 200 pl Enzymlésung
gegeben und 30 min bei 50°C inkubiert. Die Reaktiamde mit 200 pl 10 % (w/v)
TCA gestoppt und die Lésung nach 10 min abzentiefigDie Absorption wurde

photometrisch bei 350 nm gegen den Leerwert gemesse

6.2.8.2 N-Benzoyl-DL-arginin-p-nitroanilid (BAPNA)

Bei der zeitabhangigen Aktivitaitmessung mittels BPwird die freigesetzte Menge
des Chromophors p-Nitroanilid spektroskopisch @& 4m und 50°C verfolgt. Fir
p-Nitroanilid betragt der Absorptionskoeffizierts = 10,2 x 16 *mol™cm™

(Fiedler, 1978), d ist die Schichtdicke der Kivetidm die Enzymaktivitat

(Konzentrationséanderung/Zeit) zu berechnen wurttgeefae Formel benutzt:

AA
i _ %nin* VKUVette (5)
ml ‘g* d * VProbe

Hierbei ist die Aktivitat als die Enzymmenge (U)ideert, die in einer Minute 1 pmol
BAPNA hydrolysiert (Wachsmuth, 1966). Um die Aktét des l6slichen Enzym zu
bestimmen wurden 167 pl einer 20 mM BAPNA-LOsungamamen mit 660 pl
Tris-HCI pH 7,5 und 70 pl Enzym pipettiert. Die Aktat wurde 5 min bei 405 nm

am Photometer gemessen.
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6.2.8.3 Succinyl-phenylalanin-p-nitroanilid (SUPHEPA) unér&oyl-tyrosin-
p-nitroanilid (BTPA)

Bei der Aktivitatsbestimmung von Proteasen mit SEPHA bzw. BTPA erfolgte die
Messung des Chromophors p-Nitroanilid ebenfalls cduAbsorption bei einer
Wellenlange von 405 nm. Die Aktivitat ist definiexls die Enzymmenge (U), die in
einer Minute 1 umol SUPHEPA bzw. 1 umol BTPA hygspért. Die Reaktions-
geschwindigkeit wurde mit Hilfe des AbsorptionsKiénten €405 10,2 x 18

(I mol™* cmi®) tiber das Lambert Beer'sche Gesetz berechnet.

Beim Test mit SUPHEPA als Substrat wurde zum Stadler Reaktion 500 ul 0,2 M
Triethanolamin pH 7,8 und 450 pl 2 mM SUPHEPA zyb&nzymlésung pipettiert.
Die Absorptions-Zunahme wurde an einen thermosdbaren Photometer bei

405 nm fur 5 min verfolgt.

Fur die Aktivitatsbestimmung mit BTPA wurden 450uinM BTPA (in DMSO) und
500 pl 0,05 M Tris-HCI (pH 7,5) zu 50 ul Enzymlogupipettiert. Die Absorptions-
Zunahme wurde bei 405 nm fir 5 min photometrisafiolgt.

6.2.8.4 N-Benzoyl-L-tyrosin-ethylester (BTEE)

Mit Hilfe des Substrats BTEE wurde die Proteaset Heteraseaktivitat der Proteasen
aus S. thermovulgarisund Paenibacillus sp. getestet. Diese Endopeptidase ist
spezifisch fur chymotrypsin-ahnliche Enzyme, wobhiel Spaltung des Ethylesters an
der Aminoséaure Tyrosin stattfindet. Die Abspaltues Esters bedingt eine Zunahme
der Absorption bei 256 nm. Der Absorptionskoefitiebetrug in diesem Fall

g5 = 96201 I*mol*cm™. Die Zunahme der Aktivitit wurde an einen
thermostatisierbaren Photometer gemessen. Dabedewdiie Aktivitat als die

Enzymmenge definiert die in eine Minute 1 umol BTiskrolysiert.

Um die Esterase-Aktivitat zu testen wurde eine 1 BIMEE-LOsung in 50% Methanol
hergestellt. Fir den Test wurden 500 pl Substrat 460 pl Tris HCI (pH 7,8)
vorgelegt, und die Reaktion mit 50 ul Enzym gestaiDie Absorptionszunahme bei
256 nm durch die Dissoziation von N-Benzoyltyrosivurde 5 min bei der

erforderlichen Temperatur verfolgt.
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6.2.8.5 Katalase

Die Reduktion von KD, zu H,O durch die Katalase wird durch die zeitliche Abmah
der Absorption bei 240 nm spektrometrisch verfdlBergmeyer, 1955). Fir die
Testmischung wurden 50 ml 0,1 M Kaliumphosphat (pH 7,0) und 30H»O,
verwendet. Aus der Mischung wurden 900 ul in eineai@-Kivette gegeben, die
Reaktion mit 100 pl der einzelnen Fraktionen géstamd die Absorptionsabnahme

photometrisch detektiert.

6.2.8.6 LDH

Die LDH katalysiert die Reduktion von Pyruvat zuctat. Die Reaktion wird tber die
Absorptionsabnahme des Cosubstrats NADH bei 340 wverfolgt. Fur die
Durchfihrung des Testes (Bergmeyer, 1983) wurdéh|820,1 M Kaliumphosphat
(pH 7,0), 10 pl 0,01 M NADH und 20 ul 0,1 M Pyrunsung in eine Klvette
pipettiert. Die Reaktion wurde mit 50 pl der eimexl Protein-Fraktionen gestartet

und photometrisch verfolgt.

6.2.9 Bestimmung des pH Optimums

Zur Bestimmung des pH-Optimums der isolierten Rrsg¢@ aus. thermovulgarisind
Paenibacillus sp. wurden jeweils 0,2%ige (w/v) Azocaseinldsungen Tiaorell-
Stenhagen-Puffer in Bereich von pH 3-13 hergestéllir die Herstellung des
Universalpuffers wurden 100 ml 0,22 M Citronensaa@d ml 0,33 M Phosphorsaure
und 3,54 g Borsaure in 343 ml NaOH gel6st und miOHauf 1 | aufgefullt.

Die gewtinschten pH-Werte wurden mit HCI eingestellt

200 pl der Enzymlésungen wurden mit den untersdiblezh Azocaseinldsungen fir
30 min bei der jeweiligen Temperatur (50°C &eithermovulgarisund (30°C bei
Paenibacillus sp.inkubiert. Der aktuelle pH wurde am Ende nochnmailseiner pH-
Elektrode kontrolliert. Die Reaktion wurde mit TGpestoppt und die Absorption bei

350 nm gemessen.
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6.2.10 Immunologische Untersuchungen

6.2.10.1 Produktion von Antikdrpern

FUr die Antikdrperbildung wurde ein Kaninchen mérdyophilisierten Protease aus
S. thermovulgarigmmunisiert. Es wurden 3 mg der lyophilisierterotease daftr
bereit gestellt. Fur die Gewinnung von polyklonalgntikorper wurde die Firma
Charles River (Kisslegg, Deutschland) beauftragtwidrde nach folgendem Protokoll

gearbeitet:

Bei der primaren Injektion wurde 0,3 ml des Antigegusammen mit der gleichen
Menge an Freund’'s Adjuvant dem Kaninchen subkutaveaschiedenen Stellen in
die Ruckenhaut appliziert. Die zweite Injektionadgte nach 4 Wochen mit 0,4 ml
Antigen. Nach der 2. Injektion wurde eine ersteuSgrobe enthommen, um den
positiven Verlauf der Immunisierung zu testen. Naditeren drei Wochen wurde die
dritte Injektion mit ebenfalls 0,4 ml appliziert.idd wurde ebenfalls eine Blutprobe
zum Testen aufbewahrt. Einen letzte Injektion faime Woche spater mit demselben
Volumen statt. Nach dieser Injektion und nach peomit Reaktion auf

Immunoglobuline im Serum wurde das Kaninchen emghluDas gewonnene

Kaninchenserum hatte ein Volumen von 65 ml. Dieseu@fraktion kann tber Jahre

bei —70°C aufbewahrt werden.

6.2.10.2 Ammoniumsulfatfallung:

Fur den ersten Reinigungsschritt wurden 20 ml desur§is mit 0,05 M Tris-HCI
pH 8,0 im Verhaltnis 1:1 (v/v) verdinnt und mit 40l einer 50%igen (w/v)
Ammoniumsulfatlbsung langsam (innerhalb von einetun8e) ausgefallt.
Anschlieend wurde das Gemisch Uber Nacht bei 4@hgt. Am nachsten Tag
wurde die Losung fur 15 min bei 15000 U/min zentyiert. Der Niederschlag wurde
in 6 ml 0,05 M Tris-HCI (pH 8,0) geldst und dreinpalveils 2 h bei 4°C gegen 500 ml
0,05 M Tris-HCI (pH 8,0) dialysiert. Das Volumensd@ialysats betrug 14 ml.
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6.2.10.3 Anionenaustauscher:

Im zweiten Reinigungsschritt wurde Anionenaustagssh DE-52-Cellulose
verwendet. Es wurde eine Kunststoffsaule der MaBe& Zm benutzt. Vor der
Auftragung des in 0,05 M Tris-HCI (pH 8,0) gelést&mmoniumsulfatprézipitats
wurde das Gelmaterial mit mehreren Gelbettvolumin@sM Tris-HCI (pH 8,0)
aquilibriert bis der pH-Wert im Auslauf dem des Xé&isgefal3es entsprach. Es wurden
6 ml des dialysierten Ammoniumsulfatprazipitat alie Saule aufgetragen. Die
Elution erfolgte mit 200 ml eines 0-0,3 M NaCl-Gieaten in 0,05 M Tris-HCI pH
8,0. Die Fliel3geschwindigkeit war 1 ml/min bei 4%% wurde 80 Fraktionen zu 3 ml
gesammelt.

Die UV-Absorbtionsmessung erfolgte bei 280 nm. Eaksh wurde eine
Proteinbestimmung nach Bradford von den einzelnemigungsschritten bei der
Antikorperreinigung durchgefuhrt. Um die Reinhedrdmmunoglobulin-Fraktion zu

Uberprifen wurde eine SDS-PAGE analog Kap. 6.216réhgefihrt.

6.2.10.4 Immunodiffusion nach Ouchterlony

Fur die Durchfihrung des Immunodiffusion nach Oadbhy wurden 1,4 % (w/v)

Agarose Platten gegossen. Es wurden 1,4 g Agano$6d ml PBS-Puffer (pH 7,4)

unter Erhitzung aufgeldst bis eine klare Lésungstamid. Nach Abkihlen auf 50°C
wurden Platten mit einen Durchmesser von 3,5 cnoggsn. Nachdem die Platten
erstarrt waren, wurden mit Hilfe einer Stanze issget 7 Mulden (@ 0,4 cm) wobei
eins in der Mitte der Platte war. In die Zentraldeulwurden 20 pl Antigen gegeben.
Die peripheren Locher enthielten 20 ul Antikdrpat werschiedenen Verdinnungen

(1:1; 1:2; unverdiinnt). Die Agaroseplatten wurden43C 2-3 Tage inkubiert.

6.2.10.5 Antigen-Antikdrper Reaktion

Fur diesen Test wurde eine Versuchreihe mit veesigrien Volumina des Antikérpers
angesetzt. Zu jeweils 150 pl der gereinigten Enrgktion wurden 0-10 pl
Antikorperldsung zugegeben und mit 0,05 M Tris-H@H 7,5) auf 200 ul aufgefillt.
Es wurde fiur 1 h bei RT inkubiert, danach 30 mih B gekuhlt und anschlie3end

abzentrifugiert. Die Aktivitat im Uberstand wurdeei den Azocaseintest bestimmt.
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6.2.11 Immobilisierung der Protease an Polyester

6.2.11.1 Aktivitdtsmessung der immobilisierten Proteasen@atatine als

Substrat

Um zu testen, ob die Immobilisierung erfolgreich rwavurden Gelatineplatten
gegossen. Eine 33%ige (w/v) Gelatinelosung wurd® M Kaliumphosphat pH 7,5
hergestellt. Die Gelatine wurde unter langsamentfah in einen 60°C Wasserbad
aufgelost. Danach wurden 1 ml der aufgelosten @elain kleine Petrischalen
(@ 3,5cm) gegossen. Nachdem die Platten erstarrt wanemden die kleinen

Vliesstiicke mit dem gekoppelten Enzym auf die Getagelegt und tber Nacht bei
30°C inkubiert

6.2.11.2 Aktivitdtsmessung der immobilisierten Proteasendain

Azocaseintest

Fur die Aktivititmessung der immobilisierten Pragawurde der Azocaseintest
durchgefiihrt. Die Polyester-Vliese wurden hierb@ 1 h in 700 pl 0,2% (w/v)
Azocaseinlosung bei 50°C (fi8. thermovulgaris bzw. 30°C (flrPaenibacillus)
inkubiert. Anschlie3end wurde das Vlies aus demubgsentnommen und 300 pl 10%
(w/v) TCA zupipettiert. Der Niederschlag wurde atz#éugiert und die Aktivitat bei

350 nm gemessen.
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