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Zusammenfassung

Endolysine degradieren das Peptidoglykan, wodurch die Bakterienzelle osmotisch
destabilisiert wird und birst. Diese Enzyme sind &ufRerst spezifisch fur bestimmte
Bakterienarten und -gattungen, weshalb sie ein groRes Potential fir die gerichtete
Eindammung von Infektionskrankheiten darstellen und auf der Suche nach L&sungen fur
eine natirliche und gezielte Bekampfung von pathogenen Bakterien zunehmend an
Interesse gewinnen.

Endolysine sind modular aufgebaut, so dass sich die Funktionen der Zellbindung und der
Hydrolyse distinkten Domé&nen zuweisen lassen. Durch die Bildung von Chimaren kdnnen
neue Molekile mit veranderten Eigenschaften generiert werden. Somit lassen sich
beispielsweise Substratspezifitat, Lyseeffizienz, geringe Proteinstabilitat oder die Aktivitat in
Gegenwart von interferierenden Substanzen verandern. Das Prinzip wird genutzt, um diese
Proteine je nach gewinschten Eigenschaften fir eine Anwendung zu modifizieren.
Chiméarenbildung erfolgte bisher Uber den aufwendigen rationalen Ansatz, einzelne Proteine
zu entwerfen, zu klonieren und zu testen, wobei eine Vielzahl der Konstrukte nicht den
Anforderungen entsprach.

Im Zuge dieser Arbeit sollte daher ein neuer Ansatz verfolgt werden, n&mlich der zufélligen
Kombination von Domanen aus Zellwand-Hydrolasen mit anschlie@endem Screening auf
gewilnschte Eigenschaften, so dass gezielt geeignete Molekiile identifiziert werden kdnnen.
Dies erfolgte am Beispiel von Lysinen gegen Listeria. Listeria monocytogenes ist ein
ernstzunehmender Lebensmittelpathogen, der durch seine Fahigkeit, in vakuumverpackten
und gekihlten Lebensmitteln zu wachsen, nur schwer kontrollierbar ist. Der Zusatz eines
listerienspezifischen Enzyms wirde Kommensale und Nutzbakterien schonen und durch
Eliminierung oder Inhibition des Krankheitserregers die Sicherheit von Lebensmitteln
erhdhen.

Die angestrebte Strategie sah vor, verschiedene Doménen aus Zellwand-Hydrolasen zuféallig
miteinander zu Proteinen mit 2 und 3 Doméanen zu kombinieren, wobei jede Domane fur jede
magliche Position zugelassen wird.

Hierfir wurde zunachst eine Klonierungsmethode entworfen und erfolgreich umgesetzt.
Diese Methode umfasst eine zeitsparende Probenvorbereitung fir die Erstellung positions-
spezifischer DNA-Fragmente mit anschliel3ender zufélliger Ligation an der Festphase.

Es wurden 2- und 3-Doménen Proteine generiert unter der Verwendung von 6
Zellbindedoménen aus Listerien-Endolysinen und 12 enzymatisch aktiven Doméanen aus
Endolysinen, Autolysinen, einem Bakteriozin und einem lytischen Phagenschwanzprotein mit

verschiedenen Spezifititen und Doméanenmotiven.



2 Zusammenfassung

Mehr als 1057 Varianten mit 2 Domé&nen und 15497 Varianten mit 3 Doménen wurden
analysiert. Im initialen Schritt wurde generell auf Funktionsfahigkeit gegen ein Listerien-
Serovar gescreent. Die anschlieRenden Testungen verfolgten das Ziel der spéateren
Anwendung im Lebensmittel, weshalb neben breiter Serovarspezifitiat auch auf Aktivitat bei
saurem pH, Toleranz von EDTA sowie Wachstumsinhibition von Listerien getestet wurde.
Funf selektierte chiméare Proteine wurden gereinigt und zusammen mit den Wildtyp-
Endolysinen Ply511, PlyP40 und PlyP825 auf chemische, proteolytische und Temperatur-
Stabilitat, pH- und Salz-Optima, den Einfluss von EDTA auf die Enzymaktivitat sowie
minimale inhibitorische Konzentration und minimale bakterizide Konzentration untersucht. As
Beispiel fir die Anwendung in einer sehr komplexen Lebensmittelmatrix wurde zudem die
bakterizide Wirkung in Milch getestet.

Das beste gescreente Molekidl war EcoGUS3, eine Chimére aus 3 Domanen, ndmlich zwei
enzymatischen aktiven Doménen mit verschiedenen Spezifitdten und einer mittigen
Zellbindedomane. EcoGU3 zeigte deutlich hohere Zellzahlreduktion in der Testung der
minimalen bakteriziden Konzentration im Vergleich zu den untersuchten Wildtyp-Proteinen.
In zukiinftigen Arbeiten soll dieses Protein fir die Anwendung in einer komplexen

Lebensmittelmatrix optimiert werden.
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1 Einleitung

1.1 Die Gattung Listeria

1.1.1 Taxonomische Einordnung, Charakteristika und Vorkommen

Taxonomisch wird die Gattung Listeria unter der Ordnung der Bacillales eingeordnet. Es
besteht eine nahe Verwandtschaft zu den Gattungen Bacillus, Brochothrix, Clostridium,
Enterococcus, Lactobacillus, Staphylococcus und Streptococcus, welche durch niedrigen
G+C-Gehalt charakterisiert sind (Jones, 1988; Vazquez-Boland et al., 2001; Rocourt und
Buchrieser, 2007). Innerhalb dieses Genus werden 6 Arten unterschieden: Listeria
monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri und L. grayi. Sie werden
wiederum in 16 Serovare unterteilt (1/2a, b, c, 3a, b, c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 5, 6a, 6b, 7).
Diese sind charakterisiert durch verschiedene Kombinationen von Antigenen der Zell-
oberflache und sind innerhalb der Gattung unabhangig von den Artgrenzen (Donker-Voet,
1959; Seeliger, 1975). L. grayi weicht in seiner antigenen Struktur deutlich von den anderen
Arten ab und ist deshalb nicht in diesem System enthalten. Medizinisch bedeutend ist die
human-pathogene Art L. monocytogenes, die zur so genannten Listeriose fuhren kann
(Vazquez-Boland et al., 2001; Hain et al., 2007).

Abbildung 1.1: Transmissions-Elektronenmikroskopie von Listeria monocytogenes (aus
Bielmann, 2009).

Listerien (Abbildung 1.1) sind kurze, grampositive Stabchen (0,4 x 1-1,5 um), die keine
Kapseln oder Sporen bilden. Sie sind bei Temperaturen zwischen 10 und 25°C beweglich,
bei 37°C wird die Expression der peritrichen Geil3eln reprimiert (Peel et al., 1988; Shaw,
1988; Vazquez-Boland, 2001).

Diese Bakterien sind auflerst robust. Sie wachsen fakultativ anaerob, zwischen Tem-
peraturen von -1 bis 44°C (optimal zwischen 30-37°C), tolerieren einen breiten pH-Bereich
zwischen pH 4,5 und 9,5 kénnen sich noch bei 10 % NaCl, manche Stamme sogar bei 20 %

NaCl, vermehren und sind auch in der Lage zur Biofilmbildung (Kr&amer, 2007). Diese
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Eigenschaften ermdglichen es Listeria selbst unter extremen Bedingungen zu tberleben und
fuhren zu einer weiten Verbreitung in der Natur. Listeria wurde beispielsweise aus Boden,
Wasser, Pflanzen, verrottendem Pflanzenmaterial, Silage, Schlamm, Abwasser, Stuhl von
Menschen und Tieren, Milchprodukten, Fleisch und Meeresfrichten isoliert (Farber und
Peterkin, 1991; Vazquez-Boland et al., 2001; Kramer, 2007; Hain et al., 2007).

1.1.2 Infektion mit Listeria monocytogenes und Folgen der Listeriose

Es wird geschatzt, dass 99 % der humanen Listeriose-Falle durch den Verzehr von
kontaminierten Lebensmitteln hervorgerufen wurden (Mead et al., 1999). Da Listeria ein
ubiquitar vorkommender Keim ist, kontaminiert er viele Rohmaterialien fir die Lebens-
mittelherstellung. Haufig kommt es zu sekundarer Kontamination von Lebensmitteln wéhrend
der Produktion durch das betriebliche Umfeld (Kramer, 2007), zum Beispiel vermehrt bei der
Herstellung von Fertiggerichten, die keiner abschlieienden Hitzebehandlung unterzogen
werden. Da sich Listerien in vakuumverpackten, gekihlten Lebensmitteln vermehren
kénnen, wird das Risiko einer Infektion zusatzlich erhoht. Analysen konnten Infektionen
beispielsweise auf Listerien in Fleisch und Fleischwaren, Fisch (R&ucherlachs), Milch-
produkten (Rohmilch, Rohkase, Weichkése), Gefliigel, Pasteten, Salaten, rohem Gemiuse
und industriellen Fertiggerichten, die vor Verzehr nicht erhitzt wurden, zurtckfiihren (Farber
und Peterkin, 1991; Vazquez-Boland et al., 2001; Kramer, 2007).

Der Erreger der Listeriose ist Listeria monocytogenes. Es wurden jedoch auch Félle von
Humanerkrankungen durch L. ivanovii, einem Tierpathogen beschrieben (Vazquez-Boland et
al., 2001; Guillet et al., 2010). Obwohl alle 13 Serovare von L. monocytogenes (1/2a, b, c,
3a, b, c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7) Listeriose beim Menschen hervorrufen kénnen, sind Uber
90 % der Listeriose-Falle auf Stamme der Serovare 1/2a, 1/2b und 4b zurltickzuflhren.
Listerien mit Serovar 4b verursachen dabei weltweit Gber 50 % der Infektionen, als Lebens-
mittelkontaminanten werden aber meist antigene Gruppen von 1/2 (1/2a, 1/2b und 1/2c)
isoliert (Vazquez-Boland et al., 2001). Es wird auch diskutiert, ob die unterschiedliche
Fahigkeit der Stamme zur Bildung von Biofilmen im direkten Zusammenhang steht mit der
Verursachung von Krankheiten oder dem Persistieren in der Lebensmittelverarbeitung
(Borucki et al., 2003; Folsom et al., 2006). Die minimale Infektionsdosis wird auf 102 bis 10*
Listerien pro Gramm Lebensmittel geschatzt, wobei die Anfélligkeit des Individuums und die
Virulenz des Stammes eine wesentliche Rolle spielen (Vazquez-Boland et al., 2001). Zu den
Risikogruppen gehoren Neugeborene, altere Menschen, Schwangere und Menschen mit
geschwachtem Immunsystem (Farber und Peterkin, 1991).

Listeria ist ein fakultativ intrazellularer Pathogen mit der Fahigkeit zur intrazellularen Teilung
und Fortbewegung von Zelle zu Zelle tiber einen aktinbasierten Mechanismus. Durch letztere

Eigenschaft ist Listeria in der Lage, anatomische Barrieren wie die Darmwand, die Blut-Hirn-
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Schranke oder die Plazenta zu Uberwinden, was diesen opportunistischen Pathogen
besonders gefahrlich macht (Farber und Peterkin, 1991; Vazquez-Boland et al., 2001,
Cossart und Toledo-Arana, 2008). Die intrazellulare Lokalisierung schiitzt Listeria monocyto-
genes weitgehend vor der kérpereigenen Immunabwehr und der Wirkung von Antibiotika
(Kréamer, 2007).

Bei immungeschwachten Personen kann L. monocytogenes zu nicht invasiven, gastro-
intestinalen Infektionen mit Fieber, Erbrechen und Durchfall fitlhren. Bei Risikogruppen kann
eine invasive Infektion mit schwerwiegenden Symptomen wie Meningitis oder Enzephalitis,
Bakteriamie, Sepsis oder weniger haufig Endokarditis, Myocarditis oder Pneumonia folgen.
Bei Schwangeren kann es zu Fehl- oder Totgeburten oder Infektion des Neugeborenen
kommen (Farber und Peterkin, 1991; Schuchat et al., 1991; Vazquez-Boland et al., 2001,
Schuppler und Loessner, 2010). Die Todesrate variiert innerhalb der Risikogruppen von bis

zu 50 % fur Neugeborene bis zu 20 % fir &ltere Personen (Bortolussi, 2008).

1.1.3 Therapie und Pravention von Listeriose

Listeriose ist eine seltene, aber geféahrliche Infektionskrankheit, fir die seit dem Jahr 2001
Meldepflicht besteht. Seit 2001 ist zu beobachten, dass die Anzahl der Erkrankungen
ansteigt, was moglicherweise auf einen vermehrten Verzehr von Fertigprodukten und einer
langeren Aufbewahrung von Lebensmitteln (Kalteanreicherung der Listerien wahrend der
verlangerten Haltbarkeitszeit) zurickgefuhrt werden kann (Robert Koch-Institut, 2010).

Eine Bestatigung von Listeriose erfolgt durch Erregernachweis (Kramer, 2007). Die Therapie
muss maoglichst rasch erfolgen, da die irreversible Zerstérung der Gehirnzellen in der akuten
Phase schnell fortschreitet. Haufig wird Ampicillin, bei Penicillinunvertraglichkeit beispiels-
weise auch Tetracyclin oder Chloramphenicol verwendet (Kramer, 2007), teilweise wird auch
eine Kombinationstherapie von Ampicillin oder Amoxicillin mit einem Aminoglykosid
eingesetzt (Schuchat et al., 1991; Hof et al., 1997). Antibiotikaresistente Isolate von Listeria
sind bisher noch selten, aber deren Zahl steigt an (Gandhi, 2007).

Zur Verhinderung einer Erkrankung wird Risikogruppen geraten, Produkte mit mdglichem
Listerieneintrag zu meiden oder grindlich zu erhitzen (Schuchat et al., 1991). Vorlagen fur
die Lebensmittelindustrie sollen Listeriose zudem einddmmen: Verzehrfertige Lebensmittel,
die fur S&uglinge oder medizinische Zwecke bestimmt sind, mussen vollig frei von Listerien
sein. Verzehrfertige Lebensmittel, die eine Vermehrung von Listeria zulassen, dirfen bei
Erreichen des Haltbarkeitsdatums, verzehrfertige Lebensmittel, die eine Vermehrung nicht
zulassen, wahrend der gesamten Haltbarkeitsdauer keine héhere Belastung als 100 Zellen
von L. monocytogenes pro Gramm Produkt beinhalten (Kramer, 2007). Auch der Nachweis

von nicht-pathogenen Listerienarten ist kritisch, denn L. monocytogenes ist h&ufig mit
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anderen Listerienspezies vergesellschaftet und kann bei der ersten Routineuntersuchung
leicht Ubersehen werden (Kramer, 2007).

Da herkdmmliche Konservierungsmethoden wie z. B. Klhlung, geringer Wassergehalt und
Ansauerung gegen Listeria nur bedingt wirken und die Nachfrage nach frischen, minimal
prozessierten, aber lang haltbaren Lebensmitteln steigt, werden Wege zur naturlichen
Bekampfung von Listeria im Lebensmittel gesucht. Ein dementsprechender Ansatz ist die
Zugabe von antimikrobiellen Peptiden. Ein Beispiel hierfir ist Nisin, ein Bakteriozin aus
Lactococcus lactis subsp. lactis, welches die bakterielle Cytoplasmamembran permeabilisiert
und die Peptidoglykan-Synthese inhibiert. Nisin wirkt gegen ein breites Spektrum gram-
positiver Keime und ist nicht spezifisch fur Listerien. Es wurde als GRAS (generally
recognized as safe) deklariert, und von der Food and Drug Administration (FDA) fur die
Anwendung in bestimmten Lebensmitteln zugelassen (EFSA, 2006). Es wurde bereits
gezeigt, dass die Haufigkeit von Resistenzentwicklung von Listeria monocytogenes gegen
Nisin je nach Stamm und Umweltbedingungen zwischen 107 und 1072 liegt (Gandhi und
Chikindas, 2007). Ein alternativer Ansatz flhrt zur spezifischen Bekadmpfung von Listerien im
Lebensmittel durch den Einsatz von Bakteriophagen. Es sind bereits zwei phagenbasierte
Produkte zur Lebensmittel-Dekontamination in den USA und in Europa zugelassen: List-
Shield™ von Intralytix Inc. (Baltimore, MD) und Listex™ P100 von EBI Food Safety
(Wageningen, Niederlande) (Mahony et al., 2010; Stark et al. 2010).

1.2 Peptidoglykan-Hydrolasen gegen Listeria

1.2.1 Die Zellwand von Listeria

Die Zellwand eines Bakteriums stellt die Grenze zur externen Umgebung dar. Sie steht somit
einerseits chemischen sowie physikalischen Widrigkeiten entgegen, andererseits muss sie
Stoffaustausch zwischen Zellinnerem und Umwelt erlauben. Zur Ermdéglichung einer
effizienten Diffusion bendtigen Bakterienzellen ein hohes Verhaltnis zwischen Oberflache
und Volumen (Beveridge und Graham, 1991). Dies wird durch mechanische Stabilisierung
der Zellform und -grof3e Uber die Zellwand gewahrleistet. Die Zellwand steht dabei dem
Turgor-Druck des Protoplasten entgegen, der bei grampositiven bis zu 25 Atmospharen
betragen kann (Vollmer et al., 2008-A).

Im Gegensatz zu den gramnegativen Bakterien haben grampositive wie Listeria in der
Zellhille keine dulRere Membran (Abbildung 1.2). Die auBerste Schicht wird von Peptido-
glykan gebildet, welches die gesamte Zelle umgibt und 30-40 % der Zellwand von Listerien
ausmacht (Fiedler, 1988). Der Grofiteil der Listerienzellwand besteht aus Teichonsauren,
welche am Peptidoglykan gebunden sind. Zusammen mit den membranassoziierten Lipo-

teichonsauren bilden sie das so genannte ,Kontinuum an negativer Ladung® (Silhavy, 2010)
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der Zellhille, welches sich Uber das Peptidoglykan hinaus erstreckt. Oberflachenproteine
kénnen kovalent oder nicht kovalent am Peptidoglykan oder Uber einen Lipidanker in der
Cytoplasmamembran gebunden sein (Navarre und Schneewind, 1999). Da kohlen-
hydrathaltige Strukturen der grampositiven Zellwand Rezeptoren fir die Bindung von zell-
wandlytischen Molekilen darstellen, sollen diese Strukturen im Weiteren eingehender

betrachtet werden.

Mit der Zellwand Teichonsaure

assoziiertes Protein
\ Lipo-
| g ] 3 ] teichonsaure
|- l l_.ﬂ .
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der grampositiven Zellwand. (Aus Madigan et al.,
2003).

Das Peptidoglykan ist fiur die mechanische Stabilisierung das wichtigste Polymer der Zell-
wand (Fiedler, 1988). Peptidoglykan ist elastisch und porés und wirkt wie ein molekulares
Sieb (Doyle und Marquis, 1994). Es ist ein Heteropolymer aus linearen Glykanstrangen, die
Uber kurze Peptide quervernetzt sind. Das Glykanpolymer besteht bei den meisten Bakterien
aus Disacchariden, die von den alternierenden, B-1,4 verknlUpften Zuckern N-Acetyl-
glucosamin (GlcNAc) und N-Acetylmuraminsaure (MurNAc) gebildet werden (Schleifer und
Kandler, 1972). Vor allem bei Pathogenen finden sich spezifische Modifikationen wie
N-Deacetylierung von GIcNAc und MurNAc sowie O-Acetylierung oder N-Glykolylierung von
MurNAc. Bei Listeria wurde N-Deacetylierung von GIcNAc festgestellt und mdglicherweise
liegt zudem O-Acetylierung von MurNAc vor, da zumindest das Gen fir die O-Acetyl-
transferase vorhanden ist (Boneca et al., 2007; Vollmer, 2008).

Die quervernetzenden Peptide sind Uber eine Amidbindung der N-terminalen Aminosaure
und der Carboxylgruppe von MurNAc mit dem Glykanstrang verbunden und bestehen aus
abwechselnd L- und D-Aminosauren. Die Zusammensetzung und die Quervernetzung der
Peptide variieren je nach Organismus und bestimmen demnach die Klassifizierung von
Peptidoglykan (Schleifer und Kandler, 1972). Listeria besitzt Peptidoglykan vom Typ A1y
(Abbildung 1.4). Dies definiert sich Uber das Stammpeptid aus L-Alanin-y-D-Glutamat-meso-
Diaminopimelinsaure-D-Alanin-D-Alanin, welches anstelle der D-Lactyl-Gruppe an MurNAc

gebunden ist. Die Quervernetzung erfolgt Gber eine Peptidbindung zwischen der w-Amino-
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gruppe von meso-Diaminopimelinsdure (meso-DAP) und der Carboxylgruppe von D-Alanin,
der vierten Aminosadure des benachbarten Stammpeptids, wobei das D-Alanin am
C-Terminus des benachbarten Stammpeptids abgespalten wird (Schleifer und Kandler,
1972). Bei Listeria liegt zudem eine Amidierung der Carboxylgruppe von D-Glutamat oder
meso-DAP vor (Fiedler, 1988).

Hayhurst und Mitarbeiter (2008) haben die Anordnung des Peptidoglykans in der Zellhille
von Bacillus subtilis untersucht. Bacillus ist verwandt zu Listeria und hat ebenso Peptido-
glykan vom Typ A1y und zusatzlich amidierte Carboxylgruppen am meso-DAP (Schleifer und
Kandler, 1972). Somit kdnnten deren Ergebnisse auch flr Listeria gultig sein. Das
resultierende Schema fur B. subtilis ist in Abbildung 1.3 gezeigt, wonach sich das Peptido-

glykan in einer helikalen Substruktur um die Kurzachse der Zelle windet.

Abbildung 1.3: Modell der Anordnung von Peptidoglykan in der Zellhiille von B. subtilis. Uber
die Stammpeptide quervernetzte Glykan-Strange bilden 25 nm breite , Taue®, die wiederum in helikale
.Kabel* gewickelt werden. Diese winden sich um die Kurzachse der Zelle, Exopolysaccharide lagern
sich um die Schicht aus Peptidoglykan. Skalierungsbalken: 1 um. (Aus Hayhurst et al., 2008).

Die Teichonsauren sind kovalent am Peptidoglykan tber eine Phosphodiester Bindungen zur
C-6 OH-Gruppe von MurNAc und einer Linker Einheit bestehend aus Glc($1->3)-Glc(B
1->1/3)Gro-P-(3/4)-ManNAc(B1->4)-GlcNAc(1)-P (Glc: Glucose, Gro: Glycerol, P: Phosphat,
ManNac: N-Acetyl-Mannosamin, GIcNAc: N-Acetylglucosamin) gebunden (Kaya et al.,
1985). Die Teichonsauren von Listeria bestehen aus Poly-Ribitol-Einheiten, die mit Mono-
sacchariden und auch D-Alanin substituiert sein kdnnen, wobei sich die Zusammensetzung
der Substituenden bei den verschiedenen Serovaren von Listeria unterscheidet (Uchikawa et
al., 1986; Neuhaus und Baddiley, 2003).

Lipoteichonsauren (LTA) sind amphiphatische Molekdle. Sie sind bei allen Arten von Listeria
identisch und bestehen aus 1,3 verknupften Poly-Glycerol-Phosphaten, die mit D-Alanin und
a-Galaktosyl substituiert sind (Fiedler, 1988; Dehus et al., 2010). Die Lipoteichonsauren sind

uber ein Disaccharid an membranstandiges Diacyl-Glycerol verankert und in Abhangigkeit
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von der Wachstumstemperatur werden zu einem geringen Prozentsatz LTA-Molekile mit
zwei Membranankern gebildet (Dehus et al., 2010).

Die Teichonséuren und die Lipoteichonsauren definieren die Ladung an der Zellhiille, dabei
werden von den Phosphatgruppen negative und von freien Aminogruppen wie D-Alanin
positive Ladungen eingefiihrt (Weidenmaier und Peschel, 2008). Die negativen Ladungen
sind wichtig fur die Kationen-Homeostasis durch die Bindung von Kationen (Weidenmaier
und Peschel, 2008) und spielen eine Rolle bei der Resistenz gegen antimikrobielle
kationische Molekile (Peschel, 1999). Zudem binden und beeinflussen sie (mdglicherweise
durch ihre negativen Ladungen) die Regulation von Autolysinen (Héltje und Tomasz, 1975;
Jonquiéres et al., 1999; Weidenmaier und Peschel, 2008). Zellwand-Teichonséuren
scheinen fir Biofilmbildung und Virulenz bendétigt zu werden (Weidenmaier und Peschel,
2008) und sind Rezeptoren zur Anheftung von Bakteriophagen (Wendlinger et al., 1996).
Lipoteichonséduren werden fir die Adhasion und ebenfalls fir die Virulenz bendtigt.
Beispielsweise wurde gezeigt, dass der Pathogenitatsfaktor Internalin B spezifisch und nicht

kovalent an LTA von L. monocytogenes binden kann (Jonquiéres et al., 1999).

1.2.2 Zellwandlytische Enzyme

Der Begriff Peptidoglykan-Hydrolase beschreibt Enzyme, welche kovalente Bindungen des
bakteriellen Peptidoglykans lysieren. Derartige Molekile finden sich sowohl bei Protozoen,
Tieren und Pflanzen als auch bei Bakterien und Bakteriophagen. Dabei variieren die
Funktionen von Immunabwehr, Instandhaltung der bakteriellen Zellwand bis zur Infektion und
Lyse des Phagenwirtes (Dziarski und Gupta, 2006; Callewaert et al., 2010; Callewaert und
Michiels, 2010).

Im Folgenden wird auf Enzyme mit bakteriellem oder viralem Ursprung mit dem Schwerpunkt

auf Zellwand-Hydrolasen gegen Listerien-Peptidoglykan naher eingegangen.

1.2.2.1 Spezifitaten zellwandlytischer Enzyme

Fur nahezu jede glykosidische, Amid- oder Peptid-Bindung des Peptidoglykans existiert ein
hydrolytisches Enzym. Das Substrat einer Zellwand-Hydrolase definiert sich dabei tber den
Peptidoglykantyp, Giber sekundére Modifikationen des Peptidoglykans sowie dartber, ob es
sich um hochmolekulares Peptidoglykan oder kleine Fragmente handelt (Vollmer et al.,
2008-B). Je nach zu spaltender Bindung werden verschiedene Spezifititen der Peptido-

glykan-Hydrolasen unterschieden (Abbildung 1.4).
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Abbildung 1.4: Spezifitaten
(Modifiziert nach Popowska et al.,
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von Peptidoglykan-Hydrolasen bei
2004).

Peptidoglykantyp A1y.

N-Acetylmuramyl-L-Alanin Amidasen (kurz Amidasen) hydrolysieren die Amidbindung

zwischen Laktat an N-Acetlymuraminsdure und L-Alanin des Stammpeptids. Peptidasen

spalten N-terminale Aminosauren des Stammpeptids ab (D-Ala bzw. D-Ala-D-Ala) oder

schneiden innerhalb der Peptidquervernetzung (Endopeptidasen). Die Substrate der Endo-

peptidasen variieren je nach Art des Peptidoglykantyps. N-Acetylmuramidasen (im Folgen-

den als Lysozyme bezeichnet) hydrolysieren die Bindung zwischen N-Acetylmuramylsdure

und N-Acetylglucosamin. Hier

wurde beobachtet, dass die Substraterkennung durch Lyso-

zyme von Modifikationen der Zuckerreste des Peptidoglykans wie N-Deacetylierung und O-

Acetylierung beeinflusst wird (Hermoso et al., 2003; Vollmer, 2008). Lytische Transglyko-

sylasen greifen dieselbe Bindung wie Lysozyme an, katalysieren jedoch zusétzlich den intra-
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molekularen Transfer des O-Muramyl-Restes auf die C6-Hydroxylgruppe der Muraminsaure
(Abbildung 1.5; Hdltje et al., 1975). N-Acetyl-B-D-Glucosaminidasen (im Folgenden Gluco-
saminidasen benannt) schneiden die glykosidische Bindung zwischen N-Acetylglucosamin

und N-Acetylmuraminsaure (Loessner, 2005; Borysowski et al., 2006; Layec et al., 2008).

\FO o \;O
OH
Rsva o) HO " R L o HO b R
0 OWO/ LT 4 1o o
o} ] R/O o)
-
Peptidoglykan 1,6 anhydroMurNAc GIcNACc
ptdogly

Abbildung 1.5: Reaktion der lytischen Transglykosylasen (LT) fuhrt zur Bildung von N-Acetyl-
glucosamin und 1,6-Anhydromuraminséure (1,6-anhydroMurNAc). (Aus Scheurwater et al,
2008).

1.2.2.2 Funktion und Struktur zellwandlytischer Enzyme aus Phagen und
Bakterien

Es gibt zwei Ereignisse innerhalb des Phagenzyklus, bei denen hochmolekulares bakterielles
Peptidoglykan lysiert werden kann: wahrend der Infektion des Wirtes und zur Entlassung

fertiger Phagenpartikel aus der Zelle.

Endolysine

Um den Austritt der neu gebildeten Phagenpartikel aus der Wirtszelle zu ermdglichen sind
bisher zwei Strategien von Bakteriophagen bekannt: Filamentése Phagen werden aus der
Wirtszelle ausgeschleust ohne diese zu zerstéren, wohingegen nicht-filamentése Phagen
Proteine einsetzen, um die bakterielle Zellwand oder ihre Synthese anzugreifen. Bei den
meisten Bakteriophagen mit doppelstrangiger DNA erfolgt die enzymatische Hydrolyse des
Peptidoglykans zur Freisetzung der neuen Phagenpartikel Uber ein Holin-Endolysin-System
(Bernhardt et al., 2002). Endolysine aus Phagen, die grampositive Bakterien infizieren,
akkumulieren im Cytosol der Wirtszelle, wahrend Holine, kleine integrale Membranproteine,
sich in der Cytoplasmamembran anhaufen, bis sie zur Permeabilisierung der Membran
fuhren. Dadurch wird flr die Endolysine die Zellwand zuganglich und der Abbau des
Peptidoglykans resultiert in osmotischer Lyse der Bakterienzelle (Wang et al., 2000;
Bernhardt et al., 2002). Bei grampositiven Bakterien verdauen die zugehdrigen Endolysine

das Peptidoglykan auch bei exogener Zugabe (Abbildung 1.6).
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Abbildung 1.6: Lyse von Listerien-Zellen durch das Phagen-Endolysin Ply511. Rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahmen nach 8 min Inkubation (Abbildung der Profos AG, heute Hyglos GmbH).

Bis auf die Ausnahme des multimeren Enzyms PlyC eines Streptococcen-Phagen bestehen
alle beschriebenen Endolysine von DNA-Phagen, die grampositive Organismen infizieren,
aus Monomeren, die eine modulare Struktur aus mehreren Domanen aufweisen und
gehdren zur Kategorie 1 von modularen Enzymen, in denen Katalyse und Substratbindung
separiert sind (Khosla und Harbury, 2001). Durchweg befindet sich in den N-terminalen
Domanen die katalytische Aktivitat, von deren Spezifititen abhangt, welche Bindungen im
Peptidoglykan hydrolysiert werden (Fischetti, 2010). In manchen Fallen, z. B. bei Endo-
lysinen gegen Staphylococcus, wurden Endolysine mit 2 bis 3 enzymatisch aktiven Doménen
(EADs) beschrieben (Navarre et al., 1999). Die EAD ist uber einen hydrophilen Linker
(Hermoso et al., 2007; Schmelcher et al., 2010) mit der C-terminalen Zellbindedomé&ne (cell
wall binding domain, CBD) verbunden. Letztere wird fir die spezifische Bindung der
Wirtszellwand bendtigt und fuhrt damit die enzymatisch aktive Domane (EAD) in korrekter
Orientierung zum Substrat (Hermoso et al., 2003; Fischetti, 2010). Rezeptoren der Zellwand-
bindedomé&nen sind Kohlenhydrate der bakteriellen Zellwand, die nicht kovalent gebunden
werden (Sanchez-Puelles et al., 1990; Loessner et al., 2002).

Die Bindespezifitat der CBD definiert die Zielorganismen und damit das Lysespektrum des
vollstandigen Endolysins. Dabei sind Endolysine entsprechend dem Phagen, aus dem sie
stammen, art- oder gattungsspezifisch (Fenton et al., 2010). Allerdings ist das Wirkspektrum
der Endolysine in manchen Féllen breiter als das des dazugehoérigen Phagen (Mayer et al.,
2008; Fischetti, 2010).

Die Bindespektren verschiedener CBDs aus Listeria-Endolysinen wurden intensiv mittels
GFP-Markierung (green fluorescent protein) untersucht (Loessner et al., 2002; Schmelcher
et al., 2010). Es stellte sich heraus, dass der Groldteil der Zellbindedomanen nur an
bestimmte Listerien-Serovare binden kann. Die Bandbreite der gebundenen Serovare der
jeweiligen Domé&nen zeigt sich auch hier grof3er oder entsprechend dem Infektionsspektrum
der zugehorigen Phagen (Schmelcher et al., 2010). So gibt es Domé&nen wie die CBD118,
die speziell Zellen der Serovare 1/2, 3 und 7, oder Domé&nen wie die CBD500, welche die
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Serovare 4, 5 und 6 binden (Loessner et al., 2002; Schmelcher et al., 2010). Andere
Zellbindedomanen sind in der Lage innerhalb der Serovare einzelne Stamme zu
identifizieren. Im Beispiel von der CBDP35 handelt es sich hierbei um die meisten der
getesteten Stdmme mit Serovar 1-6, bei der CBDBO025 sind dies 4a, 5 und 6b. Bisher wurden
nur zwei Zellbindedoméanen mit Bindung aller Listerien-Serovare beschrieben, namlich die
CBDs aus den Endolysinen Ply511 und PlyP40 (Schmelcher et al., 2010).

Derzeit gibt es nur wenige bekannte Strukturen von vollstandigen Endolysinen. Aus Phagen
grampositiver Bakterien sind dies CpL-1 gegen Streptococcus pneumoniae (Hermoso et al.,
2003) und von PlyPSA gegen Listeria (Korndorfer et al., 2006). Von Listeria-Endolysinen ist
zudem die Struktur der enzymatisch aktiven Domane von Ply500 geldst (Korndorfer et al.,
2008) (Abbildung 1.7).

Abbildung 1.7: Strukturen des Listerien-Endolysins PlyPSA (A) und der EAD von Ply500
(EAD500, B). Orange: CBD, blau: Linker, griin: EAD, rot: Zn’* im aktiven Zentrum der EAD. Die
Strukturen wurden geldst von Korndorfer et al.(2006) und Korndérfer et al.(2008).

Lytische Phagenschwanzproteine

Auch bereits wahrend der Infektion muss ein Bakteriophage die Zellhille durchqueren, um
seine DNA in die Wirtszelle injizieren zu konnen (Abbildung 1.8-B). Bei grampositiven
Bakterien ist dabei das Peptidoglykan die auf3erste Barriere. Um die Zellwand zu durch-
dringen, haben Bakteriophagen mechanische und enzymatische Mechanismen entwickelt
(Cohen et al., 2009).

Als enzymatischer Mechanismus wurden unter den strukturellen Komponenten der Caudo-
virales (den geschwanzten Phagen, Abbildung 1.8-A) Peptidoglykan abbauende Enzyme wie
Endopeptidasen, Amidasen, Glucosaminidasen, Lysozyme und lytische Transglykosylasen
gefunden. Ihre Anordnung innerhalb des Viruspartikels variiert, jedoch sind sie hauptséchlich
im Phagenschwanz lokalisiert (Moak und Molineux, 2004). Beispiele hierfur sind das Lysin
Talyo0s des Phagen Tuc2009 gegen Lactococcus lactis (Kenny et al., 2004; Grath et al.,
2006) und das lytische Strukturprotein des Listeria-Phagen A118. Auch bei den anderen
Listeria-Phagen A500, PSA, A511, P35, B054, B025 und A006 konnte das Vorhandensein

von lytischen Strukturproteinen bestatigt werden (Bielmann, 2009). Diese Zellwand-
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Hydrolasen verdauen lokal die Zellwand, um die Injektion des Phagengenoms zu erleichtern
(Hermoso et al., 2007).

Auch bei diesen Proteinen liegt eine Organisation in Domanen vor und es wurden lytische
Schwanzproteine mit mehreren enzymatisch aktiven Doméanen beschrieben, wobei die
Domanen wie beim Bakteriophagen ®29 von B. subtilis tber flexible, glycinreiche Linker oder
wie bei dem ®MR11 gegen S. aureus uber nicht-hydrolytische Doméanen voneinander
separiert sind (Rashel et al., 2008; Xiang et al., 2008).

A

Peptidoglykan- -
Hydrolase

Teichonsé&uren

1 2
! 3 T

Abbildung 1.8: A: Morphologie der Caudovirales: 1: Siphoviridae, 2: Myoviridae, 3:
Podoviridae. (Abbildung modifiziert nach van Regenmortel et al., 2000). B: Penetration der
Zellwand wéahrend der Infektion (modifiziert nach Hermoso et al., 2007).

F.

Von Bakterien selbst werden ebenfalls Zellwand-Hydrolasen synthetisiert, deren Substrat
das vollstandig assemblierte Makromolekul Peptidoglykan ist. Es handelt sich unter anderem
um freigesetzte Bakteriozine zur Bekampfung konkurrierender Bakterien und um zell-

gebundene Autolysine zur Regulierung der Anordnung der Zellwand.

Autolysine

Autolysine erzeugen Locher im Peptidoglykan, wodurch Umstrukturierungen moglich sind
und neues Zellwandmaterial eingegliedert werden kann. Diese Enzyme werden flr eine
Vielzahl an physiologischen Prozessen des bakteriellen Lebenszyklus bendtigt, welche die
kontrollierte Hydrolyse von Peptidoglykan bendtigen, wie beispielsweise Zellwachstum,
Zellteilung und -separation, Bildung von Flagellen und Pili, Sporulation und Sporenkeimung,
Chemotaxis, Biofilmbildung, Assemblierung des Sekretionssystems und Pathogenitat
(Popowska, 2004; Vollmer et al., 2008).

Wie bei Endolysinen liegt bei den Autolysinen eine distinkte funktionelle Trennung in
Domanen fur enzymatische Hydrolyse und Domanen fur Bindung an die Zelloberflache vor
(Lopez et al., 1997; Joris et al., 1992; Ghuysen et al., 1994; Layec et al., 2008; Humann und
Lenz, 2009) und es finden sich auch Homologien in diesen Doméanen zwischen Phagen-
Endolysinen und Autolysinen (Romero et al., 1990; Garcia et al., 1990; Joris et al., 1992;
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Loessner et al., 1997; Ridgen et al., 2003). Die Zellbinderegion von Autolysinen beinhaltet
meist Wiederholungssequenzen von Zellbindemotiven (Ghuysen et al., 1994; Sanchez-Beato
et al., 1995; Popowska, 2004; Vollmer et al., 2008-B), wobei einige wenige Autolysine (meist
Carboxypeptidasen) nur aus einer einzelnen katalytischen Domé&ne bestehen (Layec et al.,
2008). Im Unterschied zu Endolysinen aus Phagen gegen grampositive Bakterien haben
manche Autolysine C-terminale EADs und N-terminale Signalsequenzen fur den Export aus
dem Cytoplasma (Joris et al., 1992; Popowska, 2004). Allerdings wurde auch fur das
Endolysin aus dem Lactobacillus plantarum Phagen @gle eine Signalsequenz beschrieben
(Kakikawa et al., 2002).

Bakteriozine

Eine andere Gruppe der bakteriellen Zellwand-Hydrolasen findet sich unter den
Bakteriozinen. Der Begriff Bakteriozine beschreibt eine heterogene Gruppe von bakteriellen
Proteinen, die sich in Gro3e (von Peptiden wie Nisin bis zu hochmolekularen Proteinen),
mikrobiellen Zielorganismen, Wirkungsweise, Art der Freisetzung von der bakteriellen Zelle
und Immunitadtsmechanismen unterscheiden. Funktionell dienen sie der Abwehr anderer
Bakterien, beispielsweise um einen Selektionsvorteil in gemischten Populationen zu erzielen
(Gillor et al., 2008). Viele Bakterien bilden ein oder mehrere Bakteriozine, wenn nétig
zusammen mit einem Immunitatsfaktor zum Schutz der eigenen Zelle (Vollmer et al,
2008-B).

Ein Beispiel fur ein zellwandhydrolytisches Bakteriozin ist Lysostaphin aus Staphylococcus
simulans. Es lysiert das Peptidoglykan von Staphylococcus aureus. Lysostaphin zeigt
ebenfalls einen modularen Aufbau und eine Gliederung in hydrolytische und zellbindende
Doméanen (Kumar, 2008). Andere Bakteriozine sind nicht modular aufgebaut wie das Cellosyl
aus Streptomyces coelicolor (Rau et al., 2001). Dieses Bakteriozin wirkt nicht artspezifisch,
sondern auf vielen grampositiven Bakterien wie Listeria, Lactobacillus, Lactococcus und
S. aureus (Fliss et al., 1991; Rau et al., 2001).

1.3 Chimare Zellwand-Hydrolasen

Der modulare Aufbau der zellwandhydrolytischen Enzyme legte nahe, dass ein Austausch
von Doméanen zu neuen Enzymen mit veranderten Eigenschaften fiilhren kann. Dies wurde
anfanglich durch detaillierte Studien von Garcia und Mitarbeitern untersucht.

So fuhrte die Neukombination von jeweils N- und C-terminaler Domé&ne aus einem
Streptococcen-Autolysin und Endolysin zu funktionellen, chimaren Enzymen, unabhéngig
davon, ob Homologien in den Zellbindedomanen der Ausgangsproteine vorhanden waren

(Diaz et al., 1990; Diaz et al., 1991). Spater konnte gezeigt werden, dass auch der Transfer
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von Doménen zwischen Hydrolasen mdoglich ist, welche die Zellwdnde verschiedener
Gattungen lysieren. So wurde ein Molekil aus der N-terminalen, lytischen Doméne eines
Clostridium-Autolysins und einer C-terminale Zellbindedoméane eines Streptococcen-
Endolysins generiert. Das Enzym besalR lytische Aktivitat auf Zellwandmaterial von
Streptococcus, nicht jedoch von Clostridium (Croux et al., 1993). Ebenso gelang die
Substitution der enzymatisch aktiven Doméne eines Streptococcen-Autolysins mit der eines
Lysins von einem Lactococcen-Phagen mit einer anderen Lysespezifitat und fihrte
nachweislich zur Hydrolyse einer anderen Bindung im Peptidoglykan (Sheehan et al., 1996).
Auch die Aneinanderreihung von mehr als zwei Domanen wurde getestet. Durch die
Kombination einer Endolysin-EAD (Lysozym) mit dem Lysin eines Streptococcen-Phagen
(Amidase mit CBD) konnte ein Protein mit 3 Domanen mit hoherer lytischer Aktivitat als die
der Wildtyp-Proteine generiert werden und Uber Mutagenese wurde nachgewiesen, dass
beide enzymatischen Doménen innerhalb des Konstrukts aktiv waren (Sanz et al., 1996).
Ebenso erwies sich die Fusion eines Endolysins und auch seiner EAD mit dem Bakteriozin
Lysostaphin als erfolgreich (Donovan et al.,, 2006). Andere Experimente offenbarten die
Maoglichkeit, eine urspringlich ohne Zellbindedoméne vorkommende Autolysin-EAD mit einer
CBD zu fusionieren und ein funktionelles Enzym zu erhalten (Cibik et al., 2001).

Diese Versuche zeigten, dass sich die Eigenschaften der Proteinchimaren aus der Summe
der Eigenschaften der kombinierten Domanen ergeben. Dies stellt ein grol3es Potential fur
die Kreation neuer Molekilen dar, denn bakterielle Zellwand-Hydrolasen sind &ufRerst
interessant fur eine antibakterielle Anwendung (Borysowski et al., 2006; Hermoso et al.,
2007; Fenton et al., 2010; Callewaert et al., 2010; Fischetti et al., 2010). Diese Enzyme
agieren nur auf Bakterien, da ihr Substrat, das Peptidoglykan, in der Natur nur in Bakterien
vorkommt und greifen daher keine eukaryotischen Strukturen an. Sie kdnnten daher im
Lebensmittel, als sanftes Dekolonisierungsmittel oder in der Medizin Anwendung finden.
Zudem lysieren Endolysine art- oder gattungsspezifisch, wodurch Starterkulturen oder
Kommensalen nicht beeintrachtigt werden.

Allerdings gibt es bei natiirlich vorkommenden Endolysinen oft Defizite fir eine praktische
Anwendung. So werden sie zum Teil nicht oder nur schlecht rekombinant exprimiert oder
sind unléslich (Daniel et al., 2010). Auch ist die hohe Spezifitat von Endolysinen zwar fir
viele Anwendungen ein Vorteil, doch sind natirlich vorkommende Enzyme in ihrem
Erkennungsspektrum oft zu sehr eingeschrankt. Im Falle von Staphylococcus-Endolysinen
werden beispielsweise nicht nur spezifische Endolysine gegen die Art S. aureus, sondern
auch gegen die Gattung Staphylococcus gesucht (Daniel et al., 2010). Gegen Listeria wéren
Enzyme interessant, deren Aktivitdt nicht auf bestimmte Serovare beschrénkt ist wie von
Ply500 und Ply118 (Loessner et al., 2002).
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Bisherige Arbeiten konnten zeigen, dass Defizite nativer Endolysine mit Hilfe von chiméaren
Lysinen umgangen werden konnen. So konnte durch die Ligation einer EAD aus einem
wenig l6slichem Endolysin mit dem zellbindenden Fragment aus einem Hillprotein ein
besser l6sliches Protein generiert werden (Manoharadas et al., 2009). Daniel und Mitarbeiter
(2010) waéhlten diesen Ansatz, um im Gegensatz zu natirlich vorkommenden Endolysinen
ein losliches, in E. coli exprimierbares Protein zu generieren, welches gegen alle
Staphylococcen aktiv ist, einschlie3lich S. aureus mit Lysostaphin-Resistenz aufgrund einer
Mutation in der Peptidbriicke der Peptidoglykanquervernetzung. In einem rationalen Ansatz
wurden verschiedene Kombinationen von jeweils einer N-terminalen katalytischen und einer
C-terminalen Zellbindedomé&ne designed, kloniert und untersucht. Viele der generierten
Chiméren waren inaktiv, andere waren unléslich oder wurden in E. coli nicht exprimiert.
Insgesamt wurden mehr als 15 Konstrukte getestet, bis ein Enzym mit den gewiinschten
Eigenschaften gefunden wurde. Die Machbarkeit der Erstellung chimérer Proteine mit neuen
Binde- und Lyse-Eigenschaften wurde fur die Kombination funktioneller Domé&nen aus
Endolysinen von Listeria-Phagen bereits gezeigt, jedoch waren auch hier nicht alle
Konstrukte aktiv (Schmelcher, 2009).

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Bildung neuer Zellwand-Hydrolasen durch die Neukombination von Iytischen und
zellbindenden Domaénen ist bedeutend fir eine gezielte und fur die Umgebung schonende
antimikrobielle Anwendung.

Bisherige Ansatze zur Bildung effizienter Enzyme verlangten rationales Design mit
anschlieRender Klonierung, Reinigung und Testung einzelner chiméarer Proteine. Dabei
besalRen viele der generierten Molekile nicht die gewlnschten Eigenschaften und eine
geeignete Domanenkombination wurde oft erst durch die Erstellung verschiedener
aufeinander folgender Generationen von Proteinfusionen gefunden, wodurch der damit

verbundene Arbeits- und Zeitaufwand im Vorhinein kaum abzuschétzen war.

In dieser Arbeit sollte daher eine Methode entwickelt werden, die die zuféllige Kombination
von verschiedenen Doménen ermdglicht. Anschliel3ende Screening-Schritte sollten inaktive
und unlésliche Chiméaren herausfiltern und nur zu funktionsfahigen Proteinen fuhren.

Dies sollte am Beispiel von zellwandhydrolytischen Enzymen gegen Listeria erfolgen. Es
sind mehrere Endolysine aus Phagen gegen Listeria bekannt, deren CBDs unterschiedliche
Bindespektren innerhalb der Listerien-Serovare aufweisen. Doméanen aus verschiedenen

Zellwand-Hydrolasen und mit unterschiedlichen Eigenschaften sollten zuféllig zu 2- und 3-
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Doménenproteinen kombiniert und anschlieBend auf ausgesuchte Kriterien selektioniert
werden.

Da Listeria monocytogenes ein Lebensmittelpathogen ist und eine Infektion hauptsachlich
Uber kontaminierte Nahrung erfolgt, ist der wichtigste Schritt in der Kontrolle von Listeriose
die Bekdmpfung des Pathogens im Lebensmittel und der verarbeitenden Industrie. Daher
sollte sich das Screening an Bedingungen von Lebensmitteln wie saurem pH und Gegenwart
von EDTA orientieren. Das Ziel war es, ein Molekil zu finden, welches unter diesen
Bedingungen in der Lage ist, samtliche Listerien-Serovare zu lysieren.

Zusammen mit breit lysierenden Wildtyp-Proteinen sollten die besten Kandidaten gereinigt

und auf Aktivitat und Stabilitat untersucht werden.
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2.1 Organismen

Alle Bakterienstdmme und Phagen wurden aus der internen Organismenbank Profos Culture

Collection (ProCC) der Profos AG (heute Hyglos GmbH) entnommen.

2.1.1 E. coli Labor-Stamme

Tabelle 2.1: In dieser Arbeit verwendete E. coli Labor-Stamme.

Stamm Genotyp Quelle
S =y r - + T T
M15 [pREP4] ﬁlj}{r, St Rif°, Thi, Lac, Ara’, Gal', Mtl, F, RecA’, Uvr, Qiagen AG, Hilden
MiniF lacF (Cam") / fhuA2 [lon] ompT gal sulA11 R(mcr- New England
NEB Express IQ | 73::miniTn10--Tet®)2 [dcm] R(zgb-210::Tn10--Tet®) endA Biolabs GmbH,
A(merC-mrr)114::1S10 Frankfurt

HMS174 (DE3) | F recA1 hsdR (rc:s myss”) Rif A (DE3) ,\N/I‘;‘éfgf: IS%A
2.1.2 Bakterien-Stamme
Tabelle 2.2: In dieser Arbeit verwendete Bakterien-Stamme.

ProCC S Stamm Serovar

773 Listeria innocua WSLC 2012 6b

776 Listeria monocytogenes ScottA WSLC 1685 4b

857 Listeria ivanovii WSLC 3009 5

995 Listeria monocytogenes SLCC 7150 1/2a

1002 Listeria monocytogenes SLCC 7154 1/2c

1003 Listeria monocytogenes SLCC 7290 1/2c

1014 Listeria ivanovii SLCC 4706 5

1095 Listeria monocytogenes EGDe 1/2 a

1135 Listeria monocytogenes WSLC1485 3a

1141 Listeria monocytogenes WSLC 1049 4a

1144 Listeria monocytogenes WSLC 1048 4d

1147 Listeria innocua WSLC2011 6a

1148 Listeria innocua WSLC 2054 6a

1150 Listeria ivanovii ssp ivanovii WSLC 30165 5”

1153 Listeria seeligeri WSLC 40140 1/2b

1154 Listeria seeligeri WSLC 40127 3b

1164 Listeria ivanovii ssp. londoniensis WSLC 30167 5

1577 Listeria monocytogenes, Eigenisolat 1/2a

1754 Listeria seeligeri WSLC 41116 6b

1803 Listeria innocua, Eigenisolat unbekannt

2867 Listeria monocytogenes, Eigenisolat 1/2¢c

2919 Listeria monocytogenes, Eigenisolat 4d

2920 Listeria monocytogenes, Eigenisolat 4e

2974 Listeria monocytogenes WSLC 11082 3c

2975 Listeria monocytogenes WSLC 11083 3c

2991 Listeria seeligeri WSLC 41113 3b

1795 Bacillus subtilis DSMZ1970

2297 Staphylococcus aureus USA 300 MSLT type 8
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Die verwendeten Bakterien-Stamme stammen zum einen von der DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen), der SLCC (Special Listeria Culture
Collection, Universitat Heidelberg) oder der WSLC (Weihenstephaner Listeria Collection).
Zum anderen wurden Eigenisolate, die freundlicherweise von der Abteilung Mikrobiologie der

Profos AG zur Verfliigung gestellt wurden, verwendet.

2.1.3 Phagen

Die Kultivierung, Stammhaltung und Bereitstellung von Bakteriophagen wurde
freundlicherweise von der Abteilung Mikrobiologie der Firma Profos AG bzw. Hyglos GmbH

Ubernommen.

Tabelle 2.3: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Listeria-Phagen.

Phage ProCC P Referenz
P100 721 Carlton et al., 2005
P35 814 Hodgson, 2000
P825 P825 Eigenisolat Hyglos GmbH

2.2 Plasmide

Tabelle 2.4: Verwendete Plasmide. Alle Plasmide vermitteln Ampicillin-Resistenz. His-tag: 6 Codons
fur Histidin.

Plasmid Beschreibung Referenz
Expressions-Plasmid mit Codons fir den His-tag zur
3’-Fusion an das jeweilige Gen (C-terminaler
pQE60 Proteintag); Die Transkription des klonierten Gens | Qiagen AG, Hilden
unterliegt der E.coli T5 RNA Polymerase. Die
Expression ist Uber IPTG induzierbar.
Expressionsvektor mit Codons fir den His-tag zur
5-Fusion an das jeweilige Gen (N-terminaler
pET14b Proteintag); Die Transkription des klonierten Gens | Novagen, Darmstadt
unterliegt der T7 RNA Polymerase. Die Expression ist
Uber IPTG induzierbar.

pQE30 von Qiagen mit deletietem His-tag und
deletierter Ncol-Schnittstelle an bp 860 (Abbildung
pQE30nH 2.1). Die Transkription des klonierten Gens unterliegt | Pieper, 2005
der E. coli TS5 RNA Polymerase. Die Expression ist
Uber IPTG induzierbar.

p1319 pQE30nH-ply511 Pieper, 2005

02507 PQE30-NHis-plyP40 Loessner M. J., ETH
p766 pQE30-NHis-Ply500 Loessner et al., 1996
p2513 pQE30-NHis-eadPSA chd118 A2 Schmelcher, 2007
p2639 pET14b-ead511-lysostaphin Hyglos GmbH, Bernried

p2674 pMA-cellosyl_synthetisch Hyglos GmbH, Bernried
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Ncol

Sall

| T5-Promotor | Lac-Operator| RBS | ATG |

ply511

| TAA [ Term. |

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der verdnderten Multiplen Klonierungsstelle des
Plasmids pQE30nH. Der His-tag wurde deletiert, tber Ncol und Sall kann direkt hinter das Start-
Codon kloniert werden. Die vektorintrinsiche Ncol-Schnittstelle (an bp 860) wurde deletiert (Pieper,

2005). RBS: Ribosomenbindestelle.

Tabelle 2.5: Erstellte Plasmide dieser Arbeit. Alle Plasmide vermitteln Ampicillin-Resistenz.

Plasmid Beschreibung Plasmid Beschreibung

pQE60-lib pQE6BO von Qiagen mit | p3004 pQE60-chdP40-CHis
veranderter multipler Klonie- | p3013 pPQE60-chdP40L-CHis
rungsstelle (3.2.12) p3011 pQE60-cbdP40nls-CHis

p2924 pgE30nH-plyP40 p3003 pQEG60-cbd500-CHis
p3106 pQE30nH-plyP825 p3006 pQE60-chdB025-CHis
p2932 pPET14b-cbd006-spel-linsyn p3005 pQE60-chdP35-CHis
p2935 pET14b-chd511 p3007 pPQEB60-chd006-CHis
p2970 pPET14b-chdP40 p2930 pQE60-ead511-CHis
p3009 pET14b-chdP40L p2954 pQE60-ead500-CHis
p3010 pET14b-cbdP40nls p2934 pQE60-eadP40-CHis
p2936 pPET14b-chd500 p2931 pQE60-eadP35-CHis
p2964 pET14b-chdB025 p2927 pQE60-eadB054-CHis
p2938 pPET14b-cbdP35 p2926 pQE60-eadPSA-CHis
p2909 pPET14b-chd006 p2974 pQEG60-eadgp29-CHis
p2908 pET14b-ead511 p2925 pQEG6O-murA-CHis
p2961 pET14b-ead500 p2953 pQE6O0-murA-Var2-CHis
p2933 pET14b-eadP40 p2972 pQEG6O-cellosyl-CHis
p2905 pET14b-eadP35 p2973 pQEG6O0-sle1-CHis
p2907 pET14b-eadB054 p3026 pPQEG60-ispC-CHis
p2906 pET14b-eadPSA p3042 (M1) pQE6O-lib-ead500-chd511
p2959 pET14b-eadgp29 p3115 (K1) pQEG6O0-lib-eadP40-cbd511
p2874 pPET14b-murA p3169 pPQE6O-lib-eadp40-chd511-
p2952 pET14b-murA-var2 (EcoGU3) ead500
p2958 pET14b-cellosyl p3192 pQEG6O0-lib-eadp40-cbd511-
p2960 pET14b-slel (EcoGQ6) eadp35
p3025 pPET14b-ispC p3291 PQEG6O-lib-cbd006-eadp40-
p3002 pQE60-chd511-CHis (EcoGP8) cbdp35

2.3 Oligodesoxyribonukleotide

Tabelle 2.6: Verwendete Oligodesoxyribonukleotide zur Klonierung der Doménen.

Gen Primer Sequenz von 5’ nach 3’

bdoil | TW-CBD511-ib | CACACACCATGGCGAGCACACCATCTACTAACCTAG
rw-CBD511-Spel | TGTGTGACTAGTTTTTTTGATAACTGCTC

bdpao | fW-CBDP40-lib | CACACACCATGGCGACGACTACTAAATATGTCAATACGG
rw-CBDP40-Spel | TGTGTGACTAGTTTTAACTCTAATTTTTTGACC

cbdP40L | fw-CBDP40-long | CGTCCATGGCGTCTAGCGACATATTGAAC

cbdP40nis | rw-CBDP40-Bam | CAGGATCCTTTAACTCTAATTTTTTGACC

bds0o | fW-CBD500-ib | CACACACCATGGCGGCAACACAAAACACTAATACAAATTC
rw-CBD500-Spel | TGTGTGACTAGTTTTTAAGAAGTATTCTG
fw-CBDB025-lib | CACACACCATGGCGGG TACAGATAAATTCAC

cbdB025 rs"l"ojBDBOZE" GTGACTAGTTTTTTTCTTCACATATTTTG
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cbdP35 fw-CBDP35-lib CACACACCATGGCGGGGGAACGCAAGTAT
rw-CBDP35-Spel | TGTGTGACTAGTTTTCTTGATGTCAAAC
fw-CBD006-lib CACACACCATGGCGACAAGCTCAAATAAGAACGTTTACTAC
. CCAGGTTTGCTACCGCCAATCTTTTTCACGAACTTCTTGTTAGC
cbd006 rw-CBD006-lib AG
rw2-Lin_syn-lib GCGGTAGCAAACCTGGAGGCACGAAGCCGGGTGGAAGCAAACCA
- GGATCCTGTCAC
ead511 fw-EAD511-lib CACACACCATGGCGAAATATACCGTAGAGAAC
rw-EAD511-lib GTGACAGGATCCTGTGCTTGGTTTAGGTGCTGG
ead500 fw-EADS500-lib CACACACCATGGCGTTAACAGAGGCATGG
rw-EAD500-lib GTGACAGGATCCTGTATTAGTGTTTTGTGTTGCAGC
eadP40 fw-EADP40-lib CACACACCATGGCGTTAGTTTTAGAC
rw-EADP40-lib GTGACAGGATCCTTTTGGTGCTGGTTTCGCTGG
eadP35 fw-EADP35-lib CACACACCATGGCGCGAAAATTTACAAAAGCTG
rw-EADP35-lib GTGACAGGATCCTTCAGATGTGTCCACTTTATACTTGC
eadB054 fw-EADB054-lib CACACACCATGGCGAAAAAATTAAAACTAGCTATATACG
rw-EADB054-lib GTGATAGGATCCTGCCCCGTCATGGCG
eadPSA fw-EADPSA-lib CACACACCATGGCGAATTATAGTATGTCACGAGGTC
rw-EADPSA-lib GTGACAGGATCCGTTTGGATTTTTTGCGGCTACTG
eadgp29 fw-EADgp29-lib CACACACCATGGCGGTACAAGGTAGTGATG
rw-gp29-Spel GTGTGACTAGTAACAAAACGTATTACATG
murA fw-MurA-lib CACACACCATGGCGGACGAAACAGCG
rw-MurA-lib GTGACAGGATCCGGAGGTATTTGTGTTTCCAG
murA-Var2 | fw-MurA-Var2-lib | CACACACCATGGCGTCAGCACTCCGTTCG
cellosyl fw-Mutlys-lib CACACACCATGGCGACCAGCGGCGTGCAG
rw-Mutlys-Spel TGTGTGACTAGTCGCGGTGTTGTTGG
slel fw-Sle1-lib CACACTCCATGGCGGTAACTGGCAATGCATC
rw-Slel-Spel GTGTGACTAGTGTGAATATATCTATAATTATTTAC

Tabelle 2.7: Verwendete Oligodesoxyribonukleotide zur Klonierung der Wildtyp-Endolysine
PlyP40 und PlyP825.

Gen Primer Sequenz von 5’ nach 3’
plyP40 fw-EADP40-lib CACACACCATGGCGTTAGTTTTAGAC
CBDP40-Sall-rw | TTCATAGTCGACTTATTTAACTCTAATTTTTTGACCTGCG
olyP825 fw-EAD500-lib CACACACCATGGCGTTAACAGAGGCATGG
PlyP825VLrev ACGCGTCGACTTAATTCTGAACATTCGGAAAATTTCC

Tabelle 2.8: Verwendete Oligodesoxyribonukleotide zur Klonierung benétigter Vektoren.

Vektor Primer Sequenz von 5’ nach 3’
fw-CBD006-lib | CACACACCATGGCGACAAGCTCAAATAAGAACGTTTACTAC
rw-CBD006-lib | CCAGGTTTGCTACCGCCAATCTTTTTCACGAACTTCTTGTTAGCAG
_ rw2-Lin svndib | CCGCTAGCAAACCTGGAGGCACGAAGCCGGGTGGAAGCAAACCAGG
pET14b-linsyn Sy ATCCTGTCAC
fw-Spel-lin GTTCGTGAAAACTAGTGGCGGTAGC
rw-Spel-lin GCTACCGCCACTAGTTTTCACGAAC
T7-Term GCTAGTTTATTGCTCAGCGG
fw-EAD511-lib | CACACACCATGGCGAAATATACCGTAGAGAAC
pQE60-lib . TGTGTGAAGCTTAGATATCGTCGACCTGCAGTTTTTTGATAACCGC
rw-pQE60-lib TCCTGTAC
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Tabelle 2.9: Verwendete Oligodesoxyribonukleotide zur Amplifikation von Insert-DNA aus
Vektoren. Bio: Biotinmarkierung am 5’-Terminus.

Primer Sequenz von 5’ nach 3’

Bio-fw-Ncol-Lib Bio-GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGCG
rw-Pstl-Lib CCTTTCGGGCTTTGTTACTGCAGGGATCC
fw-Pstl-Lib GTTTAACTTTAAGAAGGAGACTGCAGATGGCG
rw-Sall-Lib CCTTTCGGGCTTTGTTAGTCGACGGATCC
fw-Sall-Lib GTTTAACTTTAAGAAGGAGAGTCGACATGGCG
rw-EcoRV-Lib CCTTTCGGGCTTTGTTAGATATCGGATCC
pQE-prom TTATTTGCTTTGTGAGCGG

pQE-term GTTCTGAGGTCATTACTGG

2.4 Langenstandards

2.4.1 DNA-Langenstandard

Gene Ruler™ ladder mix, Fermentas, St. Leon-Rot

Die Gene Ruler™ 1kb-DNA-Ladder diente sowohl als Langenstandard zur GroRen-
bestimmung von DNA-Fragmenten als auch zur Abschatzung der DNA-Mengen im Agarose-
Gel (3.2.7). Der Standard enthalt DNA-Fragmente folgender Grofe: 10000, 8000, 6000,
5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
200 und 100 bp.

2.4.2 Protein-Langenstandard

Unstained Protein Molecular Weight Marker, Fermentas St. Leon-Rot

Der Unstained Protein Molecular Weight Marker diente zur GroéRenbestimmung von
Proteinen bei Analysen auf SDS-Gelen (6.4.2). Der Standard enthalt Proteine folgender
Grole: 116 (B-Galactosidase), 66,2 (BSA), 45 (Ovalbumin), 35 (Laktat-Dehydrogenase), 25
(REase Bsp981), 18,4 (B-Laktoglobulin) und 14,4 kDa (Lysozym).

2.5 Enzyme

DNase | Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf
JS-CBD511* Hyglos GmbH, Bernried

Lysozym Sigma, Taufkirchen

Phusion High-Fidelity

DNA Polymerase New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
Ply511 Hyglos GmbH, Bernried
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
T4-DNA-Ligase New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
Trypsin Sigma, Taufkirchen

*JS-tag aus der a-Untereinheit von Klebsiella pneumoniae Oxalacetatdecarboxylase (Patent:
WO/2008/077397).
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2.6 Chemikalien

Alle nicht eigens aufgefuihrten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Minchen), Merck KGaA (Darmstadt), Applichem (Darmstadt), Becton Dickinson
GmbH (Heidelberg), Biozym Diagnostik GmbH (Hessisch Oldendorf), GE Healthcare
(Freiburg), Gerbu Biochemicals GmbH (Gaiberg), Oxoid Deutschland GmbH (Wesel), Roche
Diagnostics GmbH (Mannheim), Serva (Heidelberg) oder Carl Roth GmbH und Co. KG

(Karlsruhe) verwendet und hatten den Reinheitsgrad p. a.

2.7 Verbrauchsmaterialien

96 Well Platten

Antikérper

Dialysemembran
Einmalspritzen
Entsorgungsbeutel
Gradienten-Gele
Kits

Kuvetten

Leersaule

Magnetische Partikel

Oligonukleotide
Petrischalen
ReaktionsgefalRe
Semisynthetische
Genbank
Sterilstopfen
Synthetische Gene
Saulenmatrix

Spritzenvorsatzfilter

Zentrifugal-Konzentrator

Zentrifugenbecher
Zentrifugenrdhrchen

96 Well Mikrotiterplatte (Polystyrol) 300 ul, Nunc GmbH, Wiesbaden
96 Well Mikrotiterplatte (MaxiSorp U96), Nunc GmbH, Wiesbaden

96 Well Mikrotiterplatte mit Deckel, Nunclon A (Polystyrol, steril), Nunc
GmbH, Wiesbaden

96 DeepWell-Platte 2 ml (Polypropylen) Nunc GmbH, Wiesbaden

96 Well Rigid PCR Ultra Plate 0,2 ul Carl Roth GmbH, Karlsruhe
His-Antikdrper-POD-Konjugat, MicroCoat GmbH, Bernried
Strep-Tactin AP Konjugat, IBA GmbH, Géttingen

ZelluTrans, Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Omnifix, VWR, Melsungen

Nerbe Plus GmbH, Winsen/Luhe

NuPage Novex 4 - 12 %, Invitrogen GmbH, Darmstadt

Omega Bio-Tek, Doaville, GA, USA

Einmal-Kivette 1,5 ml, Brand GmbH & Co KG, Wertheim
Fluoreszenz-Prazisionskivette 1 cm, Hellma, Mulheim
UV-Prazisionskuvette 1 cm, Hellma, Mulheim

Vantage L Laboratory Column VL 11 x 250, Millipore, Massachusetts,
USA

Empty Disposable PD-10 Columns, GE Medical Systems Deutschland
GmbH & Co. KG, Minchen

Streptavidin beschichtete Partikel, MicroCoat GmbH, Bernried
Dynabeads MyOne Streptavidin T1, Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Ni-NTA magnetic Agarose Beads, Qiagen AG, Hilden

MWG-Biotech, Ebersberg

Greiner Bio-one, Frickenhausen

1,5 und 2 ml, Eppendorf, Hamburg

Sloning BioTechnology GmbH, Puchheim

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe

Geneart AG, Regensburg

Toyopearl SP650M, Tosoh Biosciences GmbH, Stuttgart

Ni-NTA Agarose, Qiagen AG, Hilden

Acrodisc Syringe Filter 0,2 um, PALL Gelman Laboratory, Dreieich
Vivaspin mit Membranen 10 und 30 kDa, Sartorius, Gottingen

fur Rotoren SS34, SLC4000, SLA1500, Kendro Sorvall, Hanau

15 und 50 ml, Corning Inc., Corning, USA
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2.8 Gerate

Agarose-Gelelektro-

phoresekammer PegLab Biotechnologie, Erlangen

Analysenwaage Kern 770 von Kern, Balingen

Autoklav Varioklav 135 S, H+P Labortechnik, OberschleiBheim
Brutschrank Myrton, Heiligenstadt

Chromatographieanlage = AEKTA-FPLC, GE Healthcare, Miinchen
AEKTA-Purifier, GE Healthcare, Minchen

ELISA Reader Sunrise Remote, Tecan GmbH, Mé&nnedorf, Schweiz

Fluoreszenzspektrometer FluoroMax-3, Jobin Yvon Horiba, Grasbrunn

Geldokumentation GenoPlex, VWR International GmbH, Darmstadt

Heizblock Block Heater, Stuart Scientific, Watford Herts, UK

Hochdruckhomogenisator Microfluics, Newton, MA, USA

Horizontalschittler Innova 2300 Plattform Shaker, New Brunswick Scientific, Edison, USA

Leitfahigkeitsmessgerat  HI 8733, Eurotronik, Friedewald-Motzfeld

Magnetrihrer MR 3001, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach

PCR-Thermocycler G-Storm GS1, Gene Technologies Corp, Somerville, USA

pH-Messgerat CG 843, Schott, Mainz

Pipetten Eppendorf, Hamburg

Refraktometer Kriiss, Hamburg

Reinstwasseranlage SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation GmbH, Minchen

Rotator Stuart Scientific Co. Ltd, Redhill, England

Rotoren SS34, SLC4000, SLA1500, Kendro, Sorvall, Hanau

Schuttler fur Gelfarbung 3016, GFL, Burgwedel

SDS-Gel-Apparatur Mighty Small E250/260 von Invitrogen, Carlsbad, USA

Spannungsquelle Electrophoresis Power Supply EPS 301, Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Schweden

Sterilbank Herasafe Heraeus, Nlrnberg

Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg

Ultra Turax T18 basic von IKA Labortechnik, Staufen

Ultraschallgeréat Bandelin Electronic, Berlin

UV/VIS-Spektrometer V650, Jasco, Tokyo, Japan

Vortexer Vortex-Genie 2 G560-E, Scientific Industries Inc, Bohemia, USA

Wasserbad Haake K H von Haake, Karlsruhe

Zentrifugen Tischzentrifuge Biofuge Fresco von Heraeus Kendro, Hanau

Multifuge 3 S-R, Heraeus Kendro, Hanau
Standzentrifuge RC5C Plus von Kendro Sorvall, Hanau

2.9 Nadhrmedien, Medienzusatze und Antibiotika

2.9.1 Nahrmedien

Luria Bertani (LB; Sambrook et al., 1989)
1 % (w/v) Trypton, 1 % (w/v) NacCl, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt

SOB

2 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 0,06 % (w/v) NacCl, 0,05 % (w/v) KCI
Nach dem Autoklavieren wurden 10 mM MgCl, und 10 mM MgSO, zugegeben.
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Tryptose-Bouillon (TB)
Nach Angaben des Herstellers Merck KGaA, Darmstadt

Tryptose-Bouillon (TB), pH 6

Nach Angaben des Herstellers Merck KGaA, Darmstadt. Vor dem Autoklavieren wurden
20 mM Na;HPO,/NaH,PQO, _Puffer pH 6 zugegeben und auf pH 6 eingestellt.

HIB (Heart Infusion Broth)
Nach Angaben des Herstellers Oxoid Deutschland GmbH, Wesel

Fraser Broth Base mit Fraser Selektiv Supplement

Nach Angaben des Herstellers Oxoid Deutschland GmbH, Wesel

Agarplatten

Dem Medium wurde 15 g/l Agar zugesetzt, bei Top-Agar 7 g/l. Nach dem Autoklavieren
wurden Antibiotika (150 pg/ml Ampicillin, 25 pg/ml Kanamycin und 10 pg/ml Rifampicin) bzw.
Supplemente nach Angaben des Herstellers in das handwarme Medium gegeben.

2.9.2 Medienzuséatze und Antibiotika

Die Stamml&ésungen wurden sterilfiltriert, aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.

Ampicillin Stammldsung 100 mg/mL in H,O bidest.
Kanamycin Stammldsung 25 mg/mL in H20 bidest.
Rifampicin Stammlésung 10 mg/mL in Methanol p. a.
IPTG Stamml6sung 1M in H,O bidest.

2.10L6sungen und Puffer

Alle Puffer wurden, wenn nicht anders angegeben, mit Chemikalien der Reinheit p. a. und

Reinstwasser angesetzt.

Puffer/Losung Zusammensetzung

Agarose-Gelelektrophorese

1 % Agarose 1 % (w/v) Agarose in 1x TBE aufgekocht,
bei 60°C gelagert
1,5 % Agarose 1,5 % (w/v) Agarose in 1x TBE aufgekocht,

bei 60°C gelagert

TBE-Puffer 92 mM Tris-HCI
89 mM Borat
2,5mM EDTA

pH 8
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2x BW-Puffer

Dialysepuffer

ELISA
ABTS-Substratlésung
ELISA-Waschpuffer
pNPP-Substratldsung
Proteinverdinnungs-
puffer

MBC-Puffer

PBS pH 7,2

PBST pH 8

Proteinreinigung

2M
1mM
10 mM

40 mM
100 mM

01M

02M

0,005 % (v/iv)
0,1% (w/v)

10 mM
300 mM
0,1 % (viv)

0,1 M

0,15 M
0,5mM
15 mM

10 mM
300 mM
0,1 % (viv)
0,5 % (viv)

2,35 mM

7,65 mM
50 mM

0,1%

7,75 mM
2,25 mM
0,15 mM

9,41 mM
0,59 mM
0,15 mM
0,05 % (v/v)

Chromatographie Uber Ni-NTA Agarose

Puffer A

25 mM
500 mM
20 mM

NaCl
EDTA
Tris-HCI pH 7,5

Tris-HCI pH 8
NaCl

Citronenséure pH 5
Na,HPO,

H,0O,

2,2 Azino-bis(3-ethyl)
benzthiazolin 6-Sulfonsdure

Tris-HCI
NaCl
Tween 20
pH 7,6

Diethanolamin

NacCl

MgCl,

p-Nitrophenyl Phosphat
pH 9,8

Tris-HCI
NaCl
Tween 20
BSA

pH 7,6

Na,HPO,
NaH,PO,
NaCl
Tween 20
pH 6

Na,HPO,
NaH,PO,
NacCl

Na,HPO,
NaH,PO,
NaCl
Tween 20
pH 8

Tris-HCI
NaCl
Imidazol
pH 8
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Puffer B

25 mM
500 mM

Reinigung mit Ni-NTA-Sepharose Partikel

Puffer A-P

Puffer B-P

Dialysepuffer-P

50 mM
Y

20 mM
0,05 %

50 mM
Y
250 mM
0,05 %

25 mM
250 mM
2,5mM

Chromatographie tber Toyopearl SP650M

Auftragspuffer SP

Elutionspuffer SP

10 mM
25 mM
5 oder 10 mM

10 mM
1M
5 oder 10 mM

Reinigung unléslich exprimierter Proteine

IB-Aufschlusspuffer

IB-Waschpuffer

Solubilisierungs-
puffer

Ruckfaltungspuffer

20x SSC-Puffer

10 mM
10 mM
25 mM

5mM
2,5 % (viv)

8M

25 mM
20 mM
10 mM

50 mM

20 mM

300 mM
0,1 mM
1mM

3M
300 mM

Tris-HCI
Imidazol
pH 8

NaH,PO,
NaCl
Imidazol
Tween 20
pH 7,5

NaH,PO,
NaCl
Imidazol
Tween 20
pH 7,5

Tris-HCI pH 8
NaCl
EDTA

Tris-HCI pH 8
NaCl
EDTA (optional)

Tris-HCI pH 8
NaCl
EDTA (optional)

EDTA
Tris-HCI pH 8
NaCl

Tris-HCI pH 8
Triton X-100

Harnstoff
Tris-HCI
Natriumcitrat
DTE

pH 8

Tris-HCI
Natriumcitrat
Arginin
Zinksulfat
DTE

pH 7,5

NacCl
Natriumcitrat
pH 7
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SDS-Gelelektrophorese
4x Trenngel-Puffer

4x Sammelgel-Puffer

APS-Losung

1x SDS-Laufpuffer

5x SDS-Probenpuffer

Fairbanks A

Fairbanks D

TB-Puffer

Zellaufschlusspuffer

2.11 Software

Lokale Anwendungen

Chromas

LBDraw

Microsoft Office:

Word, Excel, Power Point
Swiss PDB Viewer

Servergestutzte Anwendungen
BLAST

Clustalw?2

1,5M
0,8 % (w/v)

0,5M
0,8 % (w/v)
3mM

10 % (w/v)

25 mM
192 mM
1% (w/v)

250 mM

25 % (viv)
12,5 % (vIv)
7,5 % (wiv)
0,25 g/l

25 % (viv)
10 % (v/v)
0,05 (w/v)

10 % (v/v)

10 mM
15 mM
250 mM
55 mM

25 mM
100 mM

Tris-HCI
SDS
pH 8

Tris-HCI

SDS
Bromphenolblau
pH 6,8

Ammoniumperoxodisulfat

Tris-HCI
Glycin
SDS

pH 8

Tris-HCI

Glyzerin
B-Mercaptoethanol
SDS
Bromphenolblau
pH 6,8

Isopropanol
Essigsaure
Coomassie Brilliantblau R250

Essigsaure

PIPES
CacCl,
KCI

MnCl,
pH 6,7

Tris-HCI pH 7,5
NaCl

Version 2.33 © Technelysium PtyLtd
Version 3.0 © Lynnon BioSoft
Office 2003 © Microsoft Corporation

Version 4.0.1 © N. Guex

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
http://www.expasy.ch/tools/blast/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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DLP- SVM http://www.tuat.ac.jp/~domserv/cgi-bin/DLP-SVM.cqgi
ExPASyProtParam http://www.expasy.org/tools/protparam.html

ExPASyTranslate tool
iPDA

IUPRED

NEBcutter2

nps@
Phyre

Reverse Complement
SABLE

SignalP 3.0 Server
Tm calculator, NEB
3D-Jigsaw

http://www.expasy.org/tools/dna.html
http://biominer.bime.ntu.edu.tw/ipda/
http://iupred.enzim.hu/
http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_mlrc.html
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/

http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
http://sable.cchmc.org/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.finnzymes.com/tm_determination.html
http://bmm.cancerresearchuk.org/~3djigsaw/
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3 Methoden

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Vorbereitung von Materialien und L6ésungen

Zur Sterilisation wurden hitzestabile Losungen, Medien, Glaswaren, Verbrauchsmaterialien
und abzutétende E. coli Kulturen 20 min bei 121°C autoklaviert. Gegebenenfalls wurde
anschlieBend bei 70°C getrocknet. Hitzelabile Losungen wurden durch einen Spritzen-
vorsatzfilter mit Porengrof3e 0,2 um sterilfiltriert. Hitzelabile Feststoffe wie Folien fur Folien-

lyseplatten wurden in der Sterilwerkbank 1 h mit UV-Licht bestrahlt.

3.1.2 Anzucht und Lagerung von E. coli

E. coli Stamme wurden in LB Medium oder auf LB Agar-Platten (15 g/l Agar) kultiviert
(Sambrook et al., 1989). Falls nicht anderweitig beschrieben erfolgte die Inkubation Gber
Nacht bei 37°C. Flussigkulturen wurden bis zu 5 ml in einem 15 ml Kulturréhrchen bei
220 rpm rolliert, 50 ml Anséatze wurden in 100 ml Erlenmeyerkolben bei 180 rpm geschuttelt.
Bei Plasmidtragenden Stammen wurden die entsprechenden Antibiotika in folgenden
Mengen zugesetzt: 150 pg/ml Ampicillin, 25 pg/ml Kanamycin und 10 pg/ml Rifampicin.

Zur kurzzeitigen Lagerung wurden die Platten bei 4°C aufbewahrt. Zur dauerhaften Lagerung
wurden Glyzerinkulturen hergestellt. Hierzu wurden 0,6 ml einer Ubernachtkultur und 0,6 ml
einer 25 %igen (v/v) Glycerinlosung gemischt, 30 min bei RT inkubiert und nach Schock-

gefrieren in flissigem Stickstoff bei -80°C aufbewahrt.

3.1.3 Praparation chemisch kompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli wurde ein modifiziertes Protokoll nach Inoue et
al. (1990) verwendet. Es wurden 250 ml SOB-Medium nach Zugabe von 10 mM MgSO, und
10 mM MgCl, mit 2 ml UN Kultur angeimpft und bis zu einer ODgyo von 0,5 bei
Raumtemperatur kultiviert. Nach Zentrifugation (Rotor SLA1500, 4000 rpm, 10 min, 4°C) in
vorgekuhlten, sterilen Zentrifugenbechern wurden die Zellen vorsichtig in 80 ml eiskaltem TB
Puffer resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (Rotor SLA1500, 4000 rpm, 10 min, 4°C)
wurde das Pellet in 20 ml eiskaltem TB Puffer mit 1,4 ml DMSO aufgenommen.
AnschlieRend wurden die Zellen zu je 300 pl aliquotiert und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Zellen bei -80°C gelagert. Mit

diesen Zellen wurden Transformationseffizienzen von 10°-10° Kolonien pro ug DNA erreicht.
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3.1.4 Transformation von E. coli Zellen

Fur einen Transformationsansatz wurden 150 pl der praparierten chemisch kompetenten
E. coli verwendet. Die Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 10 ng Plasmid-DNA oder 10
bis 20 pl eines Ligationsansatzes versetzt. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen
60 Sekunden einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt und anschlie3end sofort auf Eis fur
zwei Minuten abgekuinhlt. Nach Zugabe von 900 ul LB-Medium wurde der Transformations-
ansatz fur 1 h bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden gegebenenfalls verdiinnt oder aufkon-

zentriert auf Platten mit Selektionsantibiotika plattiert und tber Nacht bei 37°C bebriitet.

Transformation von kauflich erworbenen ultrakompetenten NEB Express [%-Zellen (New

England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) erfolgte nach Anleitung des Herstellers.

3.1.5 Anzucht und Lagerung von Listeria

Die Listeria-Stamme wurden in Medium oder auf Agar-Platten mit LB, HIB, TB oder Fraser
Broth (Fraser Broth mit Supplementen) bei 37°C angezogen. Fur Stamme mit Risikostufe 2
war die Verwendung von SchraubdeckelgeféaRen oder Kolben mit Stopfen noétig. Kurzzeitige
Lagerung erfolgte bei 4°C.

Fur den Einsatz in Experimente wurden Listerien in der logarithmischen Wachstumsphase
verwendet. Dies wurde durch eine 1 zu 5 Verdiinnung von UN-Kulturen im jeweiligen
Medium und ca. 2 h Rollieren mit 220 rpm bei 30°C erreicht. Die Zellzahl wurde durch
Messung der ODggo abgeschatzt. Dabei entspricht eine ODggo voOn 1 in etwa einer Zelldichte

von 10° Zellen pro ml.

3.1.6 Gewinnung von hitzeinaktiverten Listeria Zellen

20 ml einer UN-Kultur wurden in 5 | Kolben mit 1 | TB-Medium (iberimpft und bei 30°C unter
Schitteln (180 rpm) bis zu einer ODggo Von 1 inkubiert. Die Zellen befanden sich somit in der
exponentiellen Wachstumsphase. Nach Abzentrifugieren der Zellen (Rotor SLC4000,
5000 rpm, 15 min, 4°C) wurden die Pellets mit 4 ml PBS resuspendiert. Die Zellen wurden in

1 ml Aliquots fuir 20 min bei 80°C hitzeinaktiviert und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit Hilfe des E.Z.N.A.
Plasmid Mini Kits (Omega Bio-Tek, Doaville, GA, USA). Dazu wurden aus einer frischen UN
Kultur 5 ml Zellsuspension verwendet. Die weitere Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Eluiert wurde mit 50 pl Elutionspuffer. Isolierte Plasmide wurden bei -20°C

gelagert.

3.2.2 DNA-Freisetzung aus Bakteriophagen Uber Denaturierung der
Kapsid-Proteine

Zur Freisetzung von Phagen-DNA wurde 3 pl Phagenlysat der Profos Culture Collection
(ProCC) mit 3 pul 6 M Guanidin-Hydrochlorid und 3 pl Natriumphosphatpuffer (1 M HNa,PO,,
pH 12) vermischt und 1 h bei RT inkubiert. Der Ansatz wurde 1 zu 50 mit Wasser verdiinnt

und anschliel3end direkt als Matrize fir DNA-Amplifikation verwendet.

3.2.3 Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

3.2.3.1 Amplifikation von DNA-Fragmenten

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die Polymerase Ketten Reaktion (polymerase
chain reaction, PCR) durchgeftihrt. Als Matrizen dienten Phagengenome, die tiber GdnHCI-
Aufschlisse zuganglich wurden (3.2.2), isolierte Plasmide (3.2.1) oder Hitzelysate von E. coli
Klonen oder Listerien. Hitzelysate wurden hergestellt, indem eine Kolonie in 200 pl Wasser
resuspendiert und 5 min bei 95°C inkubiert wurde. Nach Abzentrifugation der unl@slichen
Zellbestandteile (13000 rpm, 5 min, RT) wurden hiervon 0,5 pl direkt in die PCR eingesetzt.
Die PCR-Bedingungen wurden nach Herstellerangaben der Polymerasen und den Schmelz-
temperaturen der Primer festgelegt. Die Reaktionen wurden in 50 pl Gesamtvolumen
angesetzt und enthielten folgende Komponenten: ca. 100 ng Matrizen DNA, 200 pmol eines
jeden Primers, je 0,125 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP sowie Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase und HF-Puffer nach Angaben des Herstellers NEB (New England Biolabs
GmbH, Frankfurt am Main).

Bei Amplifikationen von erstmals zu klonierenden Genen unterschieden sich durch Ein-
fuhrung von genflankierenden Restriktionsschnittstellen oder Start-Codons oft die Annealing-
Temperaturen der vollstandigen Primer von denen der tatsachlich komplementéren Primer-

abschnitte. In solchen Féallen wurde nach der initialen Denaturierung (30 Sekunden 98°C) die
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Annealing-Temperatur in 2 Stufen variiert. Die Annealing-Temperatur der ersten Stufe mit 5
Zyklen wurde entsprechend dem G+C-Gehalt der komplementaren Primerabschnitte gewahlt
(ca. 50°C). Die folgenden 33 Zyklen der zweiten Stufe wurden mit Annealing-Temperaturen
der vollstdndigen Primer durchgefiuhrt (ca. 60°C). In allen anderen Fallen wurde nur mit den
Bedingungen der zweiten Stufe gearbeitet. Jeder Zyklus bestand aus 8 Sekunden
Denaturierung bei 98°C, 20 Sekunden Annealing bei der entsprechenden Temperatur gefolgt
von der Elongation bei 72°C fur 15 Sekunden pro 1000 bp des zu amplifizierenden
Fragments. Nach 7 Minuten finaler Elongation bei 72°C wurde das Geréat auf 10°C bis zur
Entnahme der Proben abgekiihlt.

Die erhaltenen Reaktionsprodukte wurden Uber Agarose-Gelelektrophorese (3.2.7) analy-

siert, gegebenenfalls aus dem Gel extrahiert (3.2.8) und falls nétig sequenziert (3.2.10).

3.2.3.2 Mutagenese uber Sequential Overlap Extension-PCR (SOE-PCR)

Die Sequential Overlap Extension-PCR (SOE-PCR) ist eine in vitro Mutagenesetechnik, die
in zwei Schritten zu einem gezielten Austausch eines oder mehrerer Nukleotide fihrt (Ho et
al., 1989). Es wurden zwei zueinander komplementire Mutationsprimer von etwa 35 bp
Lange definiert, die mittig die gewiinschten Nukleotidaustausche trugen. In einer ersten PCR
wurden zwei getrennte PCR-Ansétze mit jeweils einem der Mutationsprimer und einem
Randprimer des zu mutierenden Gens durchgefuhrt. Die Durchfiihrung erfolgte analog zu
Punkt 3.2.3.1, jedoch mit 33 Zyklen und mit der Annealing-Temperatur des vollstandigen
Primers. Als Matrize diente das zu mutierende Gen. Die dadurch generierten Fragmente
hatten an den komplementaren Primern Uberlappende Bereiche. Nach Aufreinigung tUber
Agarose-Gelelektrophorese (3.2.8) wurden diese Fragmente als Matrize mit den Rand-
primern in eine weitere PCR eingesetzt. Das Produkt dieser PCR wurde erneut Uber

Agarose-Gelelektrophorese gereinigt.

3.2.4 Restriktionsverdau von DNA

DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen vom Typ Il (Sambrook et al., 1989), die eine
palindromische Erkennungssequenz besitzen, gespalten. Es wurden Puffer und Enzyme der
Firma NEB (New England Biolabs GmbH, Frankfurt), soweit moglich HF-Enzyme, verwendet.
Temperatur- und Pufferbedingungen wurde gemafl den Empfehlungen des Herstellers
gewahlt, die Ansatze wurden dabei jeweils 2 h lang inkubiert. Es wurde beachtet, dass das
zugegebene Volumen an Restriktionsenzymen 10 % des Gesamtvolumens nicht tberschritt,
um mogliche Star-Aktivitat bei zu hohen Glyzerinkonzentrationen aus dem Enzym-Lager-
puffer (enthéalt 50 % Glycerin) zu verhindern. In praparativen Ansatzen wurden 1 bis 10 pg

DNA mit mindestens 20 U je Enzym verdaut. Nach Restriktionsverdau von Vektoren erfolgte
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eine einstindige Inkubation mit 10 U Alkalischer Phosphatase. Dadurch werden 5’ standige
Phosphate abgespalten, was bei nachfolgenden Ligationen (3.2.6) Religation des Vektors
verhindert. Verdaute DNA wurde Uber Agarose-Gelelektrophorese (3.2.7) analysiert und
gegebenenfalls aus dem Agarose-Gel extrahiert (3.2.8). Nach Verdauen direkt an 5’- und 3’-

Enden von linearen DNA-Fragmenten wurden diese entsprechend Punkt 3.2.5 gereinigt.

3.2.5 Reinigung von DNA-Fragmenten

Im Anschluss an den Restriktionsverdau an den 5’ und oder 3’-Enden von DNA-Fragmenten
wurden diese Uber E.Z.N.A. Cycle Pure Kits (Omega Bio-Tek, Doaville, GA, USA) gereinigt.
Die Durchfihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Eluiert wurde mit 50 pl
Elutionspuffer. Die DNA wurde bei -20°C gelagert.

3.2.6 Ligation von DNA-Enden

Zur Ligation von geschnittenem Vektor und Insert-DNA wurden die DNA-Fragmente in einem
abgeschatzten molaren Verhaltnis von 1 zu 3 gemischt. Das Gesamtvolumen des Ligations-
ansatzes betrug 20 pl mit 1 yl T4-DNA-Ligase (NEB, Frankfurt am Main) und Ligasepuffer
nach Angaben des Herstellers. Nach 1 h Inkubation bei Raumtemperatur wurde der

Ligationsansatz weiterverwendet.

3.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung doppelstrangiger DNA erfolgte in Gelen von 1 oder 1,5 % (w/v) Agarose in
TBE-Puffer. Die Agarose wurde in einem handelslblichen Mikrowellengerat gekocht und mit
0,1 pg/ml Ethidiumbromid versetzt. DNA-Proben wurden mit nétigem Volumen von 6 fach
Ladepuffer (Fermentas, Heidelberg) versetzt und in die Geltaschen geflllt. Als
Langenstandard wurde der GeneRuler™ ladder mix (Fermentas, Heidelberg) verwendet.
Durch Anlegen von 100 V wurden die DNA-Fragmente ihrer Grolke entsprechend separiert
und anschlielend tber UV-Licht der Wellenlange 302 nm analysiert. Bei Bedarf wurde DNA
gemal 3.2.8 extrahiert.

3.2.8 Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen

Fir eine Aufreinigung wurden unter UV-Licht der Wellenlange 302 nm die gewlnschten
DNA-Fragmente mit einem Skalpell aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten und mit dem
E.N.Z.A. Gel Extraktions Kit (Omega Bio-Tek, Doaville, GA, USA) nach Herstellerangaben
gereinigt. Eluiert wurde mit 50 ul Elutionspuffer. Die DNA wurde bei -20°C gelagert.
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3.2.9 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die DNA-Konzentration in einer wassrigen Losung lasst sich aus der Absorption bei 260 nm
nach dem Lambert-Beerschen Gesetz bestimmen. Gemessen wurde gegen Elutionspuffer in
einer Quartzkivette mit 1 cm Schichtdicke, die Probe wurde in Elutionspuffer verdinnt. Eine
Absorption von 1 entspricht in etwa einer Konzentration von 50 ug doppelstrangiger DNA pro
ml Losung. Entsprechend berechnet sich die DNA-Konzentration nach dem Lambert-
Beerschen Gesetz wie folgt: Cgspna (MG/mMI) = Aggo ¢ 50 « f.

Dabei ist cqspna die Konzentration der doppelstrangigen DNA, Az die gemessene Absorption
bei 260 nm und f der Verdinnungsfaktor.

Zur Messung wurde mit dem UV/VIS Spektrometer V650 (Jasco Corporation, Tokyo, Japan)
ein Spektrum zwischen 240 und 320 nm aufgenommen. Das Verhaltnis von Agso/Azgo ist ein
Maf fur die Reinheit der Lésung und sollte bei proteinfreien Proben gréRer 1,8 betragen.
Eine grobe Abschatzung der DNA-Konzentration erfolgte nach gelelektrophoretischer Auf-
trennung im Agarose-Gel durch Vergleich der Bandenintensitat mit den Banden GeneRuler™

ladder mix (Fermentas, Heidelberg).

3.2.10 DNA-Sequenzierung

Die Bestimmung der Nukleotidsequenzen von mutagenisierten und klonierten DNA-
Fragmenten erfolgte durch die Firma Entelechon GmbH (Regensburg).

Gereinigte Plasmide (3.2.1) wurden mit Hilfe der pQE- und T7-Primer sequenziert. Uber PCR
amplifizierte DNA wurde mit Hilfe der verwendeten PCR-Primer sequenziert.

Die Auswertung erfolgte Uber die BLAST-Funktion von Chromas 2 (BLAST im national center
for biotechnology information, NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) oder Uuber
ClustalWw2 (2.11).

3.2.11 Herstellung des modifizierten Vektors pET14b-linsyn

Far die Fusion von Doménen ohne C-terminalem domaneneigenen Linker wurde pET14b-
linsyn, ein modifizierter pET14b-Vektor, konstruiert, in dem die synthetische Linkersequenz
GGCGGTAGCAAACCTGGAGGCACGAAGCCGGGTGGAAGCAAACCA upstream der BamHI-Schnittstelle
eingefiigt wurde (3.2.11). Uber Ncol- und Spel-Schnittstellen konnte somit an eine

Domanensequenz der synthetische Linker im Leserahmen anligiert werden (Abbildung 3.1).
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Bam HI
synthetischer Linker
Spel

insert

Ncol
pET14b-linsyn

4658 bp

Abbildung 3.1: Schema des modifizierten pET14b-Vektors pET14b-linsyn. Der codierende
Bereich fiir den synthetischen Linker ist rot und das mdégliche insert-Gen ist blau dargestellt.

Zur Erstellung von pET14b-linsyn wurde cbd006 mit den Primern fw-CBDO006-lib und
rw-CBDO006-lib amplifiziert (3.2.3.1). Das PCR-Produkt wurde 3’ mit der Sequenz flir den
synthetischen Linker erweitert Uber eine PCR mit den Primern fw-CBDO006-lib und rw2-
Lin_syn-Lib. Das erhaltene Produkt wurde mit Ncol und BamHI verdaut (3.2.4) und in
pET14b ligiert (3.2.6).

Nach Transformation von kompetenten HMS174(DE3)-Zellen mit dem entstandenen Plasmid
(3.1.4) wurden positive Klone mit Ampicillin-Resistenz selektiert. Klone, die Proteine der
erwarteten ProteingroRe exprimierten (3.3.1), wurden sequenziert (3.2.10). Uber Sequential
Overlap Extension-PCR (3.2.3.2) mit den Mutageneseprimern fw-Spel-lin und rw-Spel-lin
und den Randprimern fw-CBDO006-lib und T7-Term wurde vor dem synthetischen Linker eine
Spel-Schnittstelle eingefiihrt, wodurch die letzten beiden Aminosduren der CBDO006
substituiert wurden. Im Anschluss an Verdau mit Ncol und BamHI (3.2.4) und Ligation in
pET14b (3.2.6) wurden mit den generierten Plasmiden kompetente HMS174(DE3)-Zellen
transformiert (3.1.4). Die Selektion positiver Klone erfolgte durch Ampicillin-Resistenz und
Plasmide aus Klonen mit Expressionsbanden der erwarteten ProteingroRe (3.3.1) wurden

sequenziert (3.2.10).

3.2.12 Klonierung des Screening-Vektors pQEG60-lib

Die generierten Varianten besitzen je nach Anzahl an Domanen unterschiedliche
Restriktionsschnittstellen an den Termini, namlich Ncol und Sall bei 2 Domanen bzw. Ncol
und EcoRV bei 3 Domanen.

Fir die Klonierung der Fusionsprodukte mit 2 bzw. 3 Domanen sowie fir das
anzuschlieende Screening wurde daher ein Screening-Vektor mit geeigneten Restriktions-

Schnittstellen und induzierbarer Expression bendétigt. Hierfiir wurde ausgehend von pQEG0
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der Vektor pQEG60-lib generiert, der eine multiple Klonierungsstelle mit 5 Ncol sowie 3’ Sall
und EcoRV besitzt (Abbildung 3.2). Die DNA-Fragmente fur die zufallige Kombination liegen
ohne Stop-Codon vor, weshalb die Translation Uber ein vektorintrinsisches Stop-Codon

terminiert wird.

Ncoz Sall EcorvV HindIII
. .CACACACCATGG GTCGACGATATCTAAGCTTCACA. .
M Insert V D D I

Abbildung 3.2: Multiple Klonierungsstelle im Screening-Vektor pQEG60-lib. Zwischen den
Erkennungs-Sequenzen fiir Ncol (turkis) und Hindlll (grau) wurden die Schnittstellen fur Sall (gelb)
und EcoRV (griin) eingefiigt und der His-tag wurde entfernt. An der Hindlll-Schnittstelle ist im
Leserahmen ein Stop-Codon (rot) fir die Termination der Translation der Mehrdoméanenproteine.

Fir die Klonierung des Screening-Vektors wurde ply511 mit den Primern fw-EAD511-lib und
rw-pQEG60lib aus dem Plasmid p1319 amplifiziert (3.2.3.1). Das erhaltene Fragment wurde
mit Ncol und Hindlll verdaut, ebenso wie der Vektor pQE60 (3.2.4). Nach Ligation des
Inserts in den verdauten Vektor wurden M15 E. coli-Zellen transformiert (3.2.6, 3.1.4). Uber
Expressionstest (3.3.1) und Lyseaktivitdt auf Lyseplatten mit hitzeinaktivierten Zellen von
Listeria monocytogenes ProCC S1095 (3.5.1) wurden positive Klone ermittelt.

Das Plasmid wurde durch Kontrollverdau mit Ncol in Kombination mit Sall, EcoRV bzw.
Hindlll auf Richtigkeit der Restriktionsschnittstellen getestet. Der erhaltene Vektor wurde fur
die Erstellung der Banken mit 2- und 3-Domanenproteinen verwendet und dafir mit den

entsprechenden Restriktionsschnittstellen verdaut.

3.2.13 Bindung von biotinylierter DNA an magnetische Streptavidin-
Partikel

Biotinylierte DNA sollte an Streptavidin beschichtete, magnetische Partikel gebunden
werden. Dies wurde in 2 ml ReaktionsgefalRen durchgefuhrt. Durch Anhalten an einen
Magneten kénnen diese Partikel am Rand des Reaktionsgefales fixiert werden. Nach ca. 30
Sekunden sind die Uberstande klar und die fliissige Fraktion kann abgenommen werden. Auf
diese Weise wurden die im Folgenden beschriebenen Waschschritte und Abnahmen des
Uberstandes durchgefiihrt.

Far Ermittlung geeigneter Bedingungen fur die Bindung von Biotin-markierter DNA an
Streptavidin beschichtete Partikel wurde zunachst biotinylierte DNA mit einer GréRe von ca.
1,3 kb Uber PCR mit den Primern Bio-fw-Ncol-lib und rw-Pstl-Lib und der Annealing-
Temperatur von 63,2°C hergestellt (3.2.3.1), als Matrize diente hierfir das Plasmid p2639.
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Im Anschluss wurde das PCR-Produkt nach Agarose-Gelelektrophorese aus dem Agarose-
Gel gereinigt (3.2.7, 3.2.8).

Fur Bindung an magnetische Partikel wurden diese zuvor 3-mal mit 500 pl Bindepuffer
gewaschen. Nach Zugabe der biotinylierten DNA zu den gewaschenen Partikeln wurden die
Ansétze tber 40 min bei RT im Thermoblock geschiittelt (900 rpm). Nach Abnahme des
Uberstandes wurden die Partikel mit 1x Restriktionspuffer NEB4 gewaschen und in maximal
50 ul 1x Restriktionspuffer NEB4 aufgenommen. AnschlieRender Restriktionsverdau mit
Ncol-HF (3.2.4) spaltete die DNA von den Partikeln ab. Die Analyse der Fraktionen erfolgte
auf Agarose-Gelen (3.2.7).

Fur die Testungen wurden Partikel von MicroCoat GmbH (Bernried) und Dynabeads MyOne
Streptavidin T1 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) sowie die Bindepuffer BW-Puffer (2xBW: 2 M
NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 7,5) und 1xSSC-Puffer (20xSSC: 3 M NacCl, 0,3 M
Natriumcitrat, pH7) verwendet.

Fir spatere Arbeiten wurde Bindung in 1x BW-Puffer mit in etwa 5 mg/ml Partikel der
MicroCoat GmbH und mit einem Verhéltnis von 0,7 bzw. 0,95 pmol DNA zu 1 mg Partikel

gewahlt.

3.2.14 Generierung der zufallig ligierten Domanen-Genbank

Erstellung der Domanenfragmente

Fur die zufallige Ligation der Domanenfragmente wurden diese zundchst tber PCR
amplifiziert (3.2.3.1). Als Matrizen dienten hierfur jeweils die in pET14b bzw. pET14b-linsyn
klonierten Domanen. Primer fiur Position 1 waren Bio-fw-Ncol-lib und rw-Pstl-Lib, fir
Position 2 fw-Pstl-Lib und rw-Sall-Lib, ftir Position 3 fw-Sall-Lib und rw-EcoRV-Lib. Es wurde
jeweils eine Annealing-Temperatur verwendet (Position 1: 63,2°C, Position 2: 64,8°C,
Position 3 51,1°C). Die PCR-Produkte wurden Uber Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert
und daraus gereinigt (3.2.7 und 3.2.8). Im Anschluss daran wurden die Fragmente fir
Positionen 1 und 2 mit Pstl-HF, fur Position 3 mit Sall-HF verdaut (3.2.4) und gereinigt
(3.2.5). Die Konzentrationsbestimmung fir jedes einzelne Fragment erfolgte wie in Punkt
3.2.9 beschrieben.

Sukzessive Ligation der Fragmente

0,06 pmol aller derart vorbereiteten Fragmente fir Position 1 und 2 wurden vereint und 5 min
auf 60°C erhitzt. Dadurch sollten bereits bestehende, aneinander haftende Enden innerhalb
der DNA-Fragmente voneinander getrennt werden. AnschlieRend wurde der Ansatz mit
sterilem Wasser, T4-Ligase Puffer und 3,5 pl T4-Ligase (NEB) zu einem Gesamtvolumen
von 150 pl aufgefillt und fir 3 h bei 16°C inkubiert. Danach erfolgte die Hitzeinaktivierung

der Ligase fur 10 min bei 65°C. Das Binden der biotinylierten DNA-Fragmente an
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Streptavidin beschichtete Partikel erfolgte wie in Punkt 3.2.13 beschrieben: Nach Zugabe
von 150 pl 2x BW-Puffer wurde der Ansatz mit 1,2 mg Partikel vereinigt.

Nach Abziehen des Uberstandes mit ungebundenen DNA-Fragmenten wurden die Partikel
3x in Restriktionspuffer NEB4 gewaschen. Zum Verdau der 3’-Enden der Ligationsprodukte
wurden die Partikel in 150 ul NEB4 resuspendiert, mit 3 pl Sall-HF (20 U/ul) versetzt und 2 h
bei 37°C inkubiert. Der Uberstand wurde abgezogen und die Partikel 3-mal mit 500 yl NEB4-
Puffer gewaschen. AnschlieRend wurden die Partikel in 90 yl NEB4-Puffer aufgenommen.
Ein Aliquot von 30 ul wurde bei -20°C gelagert. Ein Aliquot von 30 ul wurde abgenommen flr
die Erstellung der 2-Domanen Genbank. Der Rest der Partikel wurde fur die Anligation der
Domanen Position 3 weiterverwendet und enthielt maximal 0,02 pmol Ligationsprodukte aus
Position 1 und 2. Je Fragment fur Position 3 wurden 0,2 pmol vereinigt und 5 min bei 60°C
erhitzt. In einem Gesamtvolumen von 500 ul wurde der Fragment-Pool fir Position 3 mit den
30 pl Partikel, 50 pyl ATP (10 mM), 4,5 pl T4-DNA Ligase und der entsprechenden Menge an
NEBT4-Puffer sowie sterilem Wasser fur die Ligation tUber 3 h bei 16°C inkubiert. Der
Uberstand wurde entfernt und die Partikel 3 x in NEBT4-Puffer gewaschen und danach in
50 pl aufgenommen. Nach Zugabe von 3 ul EcoRV-HF (20 U/ul) wurde 2 h bei 37°C verdaut.
Nach dreimaligem Waschen mit NEBT4 wurden die Partikel in 40 ul NEBT4 aufgenommen.
Die 30 pl mit Partikel-gebundenen 2-Domanen Fragmenten sowie die 40 yl mit Partikel -
gebundenen 3-Domanen Fragmenten wurden nach Zugabe von je 3 ul Ncol-HF (20 U/pl) far
1,5 h bei 37°C inkubiert. Im Restriktionsiiberstand mit den abgespaltenen Fragmenten wurde
Ncol-HF fir 20 min bei 80°C hitzeinaktiviert.

Ligation in pQE60-lib und Transformation

Zur Ligation in den Transformationsvektor wurde fir 2-Doménen Fragmente mit Ncol und
Sall verdautes Plasmid pQEG0-lib bendétigt, fur 3-Domanen Fragmente mit Ncol und EcoRV
verdautes Plasmid pQEG60-lib.

Insert- und Vektor-DNA wurden in einem abgeschatzten molaren Verhaltnis von 1 zu 3
gemischt und 5 min bei 60°C erhitzt. Zusammen mit 2 yl ATP (10 mM), 1 ul Ligase und
entsprechender Menge an NEBT4-Puffer erfolgte in 20 pl-Ansatzen fir 3 h bei 16°C die
Ligation. Die Transformation erfolgte wie in Punkt 3.1.4 beschrieben, plattiert wurde auf

Folienlyseplatten (3.5.2).
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Expression von Proteinen im analytischen Mal3stab

Expressionstest

Jeweils 1 ml LB-Medium in einem 2 ml Reaktionsgefaf3 mit 150 pg/ml Ampicillin wurde mit
dem zu testenden E. coli Klon angeimpft. Diese Flussigkulturen wurden je nach Testung bei
Raumtemperatur, 30°C oder 37°C im Thermomixer (900 rpm) geschiittelt. Sobald eine
Kulturtribung beobachtbar war, wurde mit 1 mM IPTG induziert. Daneben wurde jeweils eine
nicht induzierte Kontrolle mitgefiihrt. Nach Inkubation von 3 h 37°C, 4 h 30°C oder Uber
Nacht bei RT wurden die Zellen abzentrifugiert (Biofuge Fresco, 13000 rpm, 4°C, 5 min), das
Pellet je nach Grof3e in 100 bis 300 pl 1x SDS-Probenpuffer aufgenommen und fur 5 min bei
95°C erhitzt. Je Ansatz wurden 15 pl auf einem SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen und die
Proteinexpression nach Coomassie-Farbung Uberprift (3.4.2). Aus dem Klon mit der
deutlichsten Expressionsbande wurde das Plasmid isoliert (3.2.1) und tber Sequenzierung

(3.2.10) auf Richtigkeit der inserierten Sequenz Uberpruft.

Test auf I6sliche Proteinexpression

Mit dieser Methode wurde Uberprift, in welcher Fraktion nach Zellaufbruch und
fraktionierender Zentrifugation sich das Zielprotein befand. Dartiber hinaus wurde mit diesem
Test untersucht, ob sich die Menge an Idslichem Protein durch Expression bei
verschiedenen Temperaturen verdndert. Die Temperatur mit der héchsten Konzentration an
l6slichem Protein wurde fur die Expression im Grol3malfistab (3.3.2) gewéhlt.

Die Durchfihrung erfolgte analog zum Expressionstest bis zur Abzentrifugation der Zellen.
Die Zellpellets wurden in 250 pl Aufschlusspuffer (25 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM NacCl)
resuspendiert und unter Kihlung mittels Ultraschall aufgeschlossen (Amplitude 65 %, 20
Sekunden). Nach Zentrifugation (Biofuge Fresco, 13000 rpm, 4°C, 15 min) wurden die
Uberstande in frische ReaktionsgefaRe uberfihrt. Die Pellets wurden in 250 pul 1x SDS
Probenpuffer aufgenommen, 20 pl wurden fir den folgenden Gelauftrag bendétigt. Nach
Aufkochen der Proben von je 20 pl resuspendiertem Pellet und 20 pl Uberstand mit 5 pl 5x
SDS-Probenpuffer erfolgte Analyse tUber SDS-Gelelektrophorese und Coomassie-Féarbung
(3.4.2).

3.3.2 Expression von Proteinen im praparativen Mal3stab

Um gréRere Mengen an rekombinantem Zielprotein zu erhalten, wurde eine GrofRanzucht im
2 | Mal3stab durchgefiihrt. Dazu wurden 2 | LB-Medium, mit 150 pg/ml Ampicillin und bei M15

zusatzlich mit 25 pg/ml Kanamycin, mit 25 ml einer stationdren Ubernachtkultur des
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entsprechenden plasmidtragenden E. coli-Stamms in einem 5 Liter Erlenmeyerkolben
angeimpft. Die Kultur wurde unter Schitteln (180 rpm) bei derjenigen Temperatur inkubiert,
bei der die beste Proteinausbeute zu erwarten war (Test auf I6sliche Proteinexpression s.
3.3.1). Bei einer ODgy von 0,4-0,8 erfolgte die Induktion der Proteinexpression durch
Zugabe von 1 mM IPTG. Die Kulturen wurden 3 h bei 37°C, 4 h bei 30°C bzw. Uber Nacht
bei Raumtemperatur weiter inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation
(Sorvall, SLC4000, 5000 rpm, 4°C, 15 min) geerntet. Die erhaltenen Zellpellets wurden

entweder sofort weiterverarbeitet oder bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.3.3 Proteinreinigung

3.3.3.1 Zellaufschluss im praparativen Maf3stab

Das in der GroRanzucht (3.3.2) generierte Zellpellet wurde in 25 bis 35 ml Aufschlusspuffer
(mit Zusammensetzung je nach Reinigungsart 3.3.3.2, 3.3.3.4, 3.3.3.5) aufgenommen. Nach
Homogenisieren des Pellets mit dem Ultra-Turax wurde dieses auf Eis Uber Ultraschall
aufgeschlossen (Amplitude 65 %, 6 x 30s Ultraschall mit jeweils 1 min Pause).
AnschlieRend erfolgte die Trennung der I6slichen und unléslichen Zellbestandteile durch
Zentrifugation (Sorvall, SS34, 13000 rpm, 4°C, 30 min). Bei nachfolgender Reinigung des
Zielproteins aus der I8slichen Fraktion (3.3.3.4 bzw. 3.3.3.5 ) wurde der Uberstand, bei
Rickfaltung des Zielproteins aus den Inclusion Bodies (3.3.3.2), wurde das Pellet

weiterverwendet.

3.3.3.2 Inclusion Body Reinigung

Wenn Proteine unloslich exprimiert werden, liegen die vollstandig synthetisierten Proteine in
sphéarischen Einschlusskérperchen (Inclusion Bodies) meist nur partiell gefaltet vor. Zur
Gewinnung derart exprimierter Proteine in gereinigter und aktiver Form, mussen zunachst
diese Inclusion Bodies isoliert werden.

Hierzu wurde nach Expression des Zielproteins in E. coli (3.3.2) und dem Zellaufschluss mit
Ultraschall (3.3.3.1) in IB-Aufschlusspuffer (10 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, 25 mM NaCl
pH 8) mit dem Pellet weitergearbeitet. Das Pellet wurde in 50 ml IB-Waschpuffer (5 mM Tris-
HCI pH 8 mit 2,5 % (v/v) Triton X-100) mit Hilfe des Ultra-Turax resuspendiert. AnschlieRend
wurde die Fraktion durch Zentrifugation (Sorvall, SS34, 15000 rpm, 10 min, 4°C) erneut
pelletiert und der Uberstand (=W1) verworfen. Danach wurde dieser Waschvorgang zweimal
mit 50 ml 5 mM Tris-HCI pH 8 (=W2 und W3) und einmal mit 30 ml Wasser (=W4)
wiederholt. Das Pellet wurde anschlie3end so in Wasser aufgenommen, dass ein Gesamt-

volumen von 5 ml vorlag, und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Die
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Uberstande der einzelnen Waschfraktionen wurden tiber SDS-Gelelektrophorese analysiert

(3.4.2). Im Anschluss erfolgte die Solubilisierung und Ruckfaltung der Proteine (3.3.3.3).

3.3.3.3 Solubilisierung und Ruckfaltung

Wahrend der Solubilisierung von gereinigten Inclusion Bodies (3.3.3.2) wird das enthaltene
Protein vollstandig denaturiert. Danach erfolgt Rickfaltung, d. h. die Renaturierung des
Proteins, wobei es bei korrekter Faltung seine native Struktur annimmt. Diese Schritte

wurden in Anlehnung an Rudolph und Lilie (1996) durchgefihrt.

Solubilisierung

Zur Solubilisierung wurden zu 500 pl Inclusion Bodies 50 pl 1 M NaOH Ldsung gegeben.
Nach sofortiger Homogenisierung durch Vortexen, erfolgte die Zugabe von zehnfachem
Volumen an Solubilisierungspuffer mit 8 M Harnstoff mit anschlie3endem erneuten Mischen.
Der im Solubilisierungspuffer enthaltene Harnstoff zahlt zu den chaotropen Reagenzien.
Solche Reagenzien verhindern die Ausbildung nicht-kovalenter Bindungen der Aminoséaure-
Seitengruppen und damit bedingen sie eine Entfaltung der Polypeptidkette. Das
Reduktionsmittel Dithioerythrit (DTE) verhindert die Oxidation von Sulfhydryl-Gruppen zu
Disulfidbriicken. Im Solubilisierungsansatz sollte das Protein also als komplett denaturierte

Polypeptidkette vorliegen.

Ruckfaltung

Um die native Struktur des Proteins zu erhalten, wurde zunéchst das denaturierte Protein
tropfenweise im Verhéltnis eins zu 16 unter Rihren bei 4°C in Ruckfaltungspuffer mit
300 mM Arginin verdinnt. Das Arginin im Ruckfaltungspuffer fordert nach Rudolph und Lilie
(1996) die Riickfaltung der Proteine. Der Riickfaltungsansatz wurde nun tiber Nacht bei 4°C
vorsichtig gerthrt. Durch die Verdinnung sinkt die Harnstoffkonzentration auf ca. 0,5 M,
wodurch  hydrophobe Wechselwirkungen und die Ausbildung von Wasserstoff-
Brickenbindungen zwischen Aminosaure-Seitengruppen ermdoglicht werden. Dies fihrt zur
Ruckfaltung des Proteins in seinen nativen Faltungszustand. Eventuell auftretende
Proteinaggregate wurden im Anschluss an die Rickfaltung durch Zentrifugation (Sorvall,
SS34, 15000 rpm, 30 min, 4°C) entfernt. Rickgefaltetes Protein wurde Uber SDS-
Gelelektrophorese (3.4.2) analysiert und im photometrischen Lysetest auf Aktivitat Gberprift
(3.5.4). Da noch zahlreiche Nebenbanden in den Chargen des riickgefalteten EcoGQ6
auftraten, wurde anschlieend chromatographisch gereinigt (3.3.3.5). Hierzu wurde der
Ruckfaltungsansatz mit 10 mM Tris-HCI, 25 mM NaCl pH 8 auf eine Leitfahigkeit kleiner

8 mS eingestellt.
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3.3.3.4 Affinitdtschromatographie

Die Affinitdtschromatographie basiert auf der spezifischen, reversiblen Wechselwirkung
eines Proteins mit einem an der S&aulenmatrix gebundenen Liganden, wodurch seine
Anreicherung aus einem Proteingemisch erreicht wird. Die Elution erfolgt durch die

kompetitive Verdrangung des Proteins vom immobilisierten Liganden.

Ni-NTA Agarose Chromatographie

Proteine mit einem Hexahistidin-tag wurden Uber Ni-NTA Agarose der Firma Qiagen AG
(Hilden) angereichert. Hierfur wurde vorab eine leere Kunststoff S&ule mit Filter mit 5 ml Ni-
NTA Agarose befillt und mit dem vierfachen Saulenvolumen des Puffers A (25 mM Tris-HCI,
500 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8) aquilibriert. Der Uberstand aus dem Zellaufschluss mit
Ultraschall (3.3.3.1) in Puffer A wurde Uber die Saule gegeben. Verunreinigungen wurden
entfernt, indem mit dem zehnfachen Saulenvolumen des Puffers A gewaschen wurde. Das
gebundene Protein wurde mit dem funffachen Séaulenvolumen mit Puffer B (25 mM Tris-HCI,
500 mM Imidazol, pH 8) eluiert und in 1-2 ml Fraktionen gesammelt. Proben der
Reinigungsschritte und Eluate wurden tber SDS-PAGE (3.4.2) analysiert. Die Protein
enthaltenden Eluat-Fraktionen wurden vereinigt und gegen den entsprechenden Puffer
dialysiert (3.3.4). Die Ni-NTA Agarose wurde im Anschluss nach Herstellerangaben
regeneriert und gelagert.

Proteine mit His-tag, die unter diesen Bedingungen abgebaut wurden, wurden tber Ni-NTA-

Sepharose Partikel gereinigt.

Magnetische Ni-NTA-Sepharose Partikel

Die Reinigung von His-markierten Proteinen tber magnetische Ni-NTA-Sepharose Partikel
(Qiagen AG, Hilden) erfolgte unter Kidhlung und in Gegenwart von Protease-Inhibitor-
Cocktail (Protease Inhibitor Cocktail fir die Reinigung Histidin-markierter Proteine, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Minchen). Die Partikel wurden mit Hilfe eines Magneten von der
flissigen Phase separiert.

50 bis 100 pl Pellet wurden in 400 pl Puffer A-P mit 5 pg/ml Lysozym und 5 pl Protease-
Inhibitor-Cocktail fir 1 h bei 4°C und 1000 rpm im Thermomixer geschiittelt und
anschlieBend Uber Ultraschall (Amplitude 65 %, 3x 30 Sekunden) aufgeschlossen. Durch
Zentrifugation (Biofuge fresco, 13000 rpm, 15 min, 4°C) wurden unlésliche Bestandteile
abgetrennt und zur SDS-Gel-Analyse mit SDS-Probenpuffer versetzt und aufgekocht. 100 pl
Ni-NTA-Sepharose-Partikel (5 %ige Losung) wurden zweimal mit Puffer A-P gewaschen.
Nach Zugabe des Aufschluss-Uberstandes und 5 pl Protease-Inhibitor-Cocktail wurde der
Ansatz fur 1 h bei 4°C und 700 rpm im Thermoschittler inkubiert. Danach wurden die

Partikel mittels eines Magneten gesammelt und der Uberstand abgezogen (Durchlauf) und
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die Partikel zweimal mit Puffer A-P gewaschen (=W1 und W2). Nach einmindtiger Inkubation
mit Puffer B-P mit 5 pl Protease-Cocktail wurden die Eluate von den Partikeln getrennt und
abgenommen. Es wurde zweimal auf diese Weise eluiert. Proben der Reinigungsschritte und
Eluate wurden tUber SDS-PAGE (3.4.2) analysiert. Die Protein enthaltenden Eluat-Fraktionen
wurden getrennt gegen Dialysepuffer-P dialysiert (3.3.4).

3.3.3.5 Kationenaustauscher-Chromatographie

Die Chromatographieschritte mit Kationenaustauscher-Matrix wurden in dieser Arbeit an
einer AEKTA-FPLC oder AEKTA-Purifier Chromatographieanlage (GE Healthcare, Minchen)
durchgefuhrt.

Die lonenaustauscher-Chromatographie beruht auf der elektrostatischen Wechselwirkung
von Proteinen mit einer geladenen S&ulenmatrix. Die Matrix eines Anionenaustauschers
tragt positiv geladene Seitenketten und eignet sich deshalb fur die Reinigung negativ
geladener Proteine, wahrend ein Kationenaustauscher aufgrund seiner negativ geladenen
Matrix flr die Reinigung positiv geladener Proteine gewahlt wird. Die Starke der Bindung
hangt dabei von der HOhe der Ladung des Proteins ab. Diese wiederum basiert auf dem
spezifischen pl-Wert, welcher den pH-Wert wiedergibt, bei dem ein Protein ungeladen ist.
Deshalb missen die Pufferbedingungen fir die Chromatographie derart gewahlt werden,
dass insbesondere das gewinschte Protein mdglichst stark geladen ist. Die restlichen
Proteine des E. coli-Zellaufschluss sollten hingegen maglichst wenig geladen sein und damit
durch den Saulenlauf abgetrennt werden. Die Elution erfolgt durch Verdrdngung der
gebundenen Proteine durch eine steigende Konzentration an im Laufpuffer geldsten

Salzionen.

Fir die Proteinreinigung Uber das Saulenmaterial Toyopearl SP650M (Tosoh Biosciences
GmbH, Stuttgart) wurden die generierten Zellpellets (3.3.2) im Auftragspuffer-SP  mit
Ultraschall aufgeschlossen (3.3.3.1) und mit Auftragspuffer-SP so lange verdinnt, bis die
Leitfahigkeit des Aufschlusstiberstandes geringer als 8 mS war. Gereinigt wurde tber 6 ml
der Matrix Toyopearl SP650M, gepackt in einer Vantage L Laboratory Column VL 11 x 250
Saule (Millipore, Massachusetts, USA). Auftrag und anschlielBende Waschung erfolgte mit
Auftragspuffer, eluiert wurde im Gradienten zu Elutionspuffer-SP. Details zur chromato-
graphischen Reinigung lassen sich aus Tabelle 3.1 entnehmen. Im Anschluss wurden die
Proben der Reinigungsschritte uber SDS-Gelelektrophorese (3.4.2) analysiert und
Fraktionen mit sauberem Zielprotein gegen 40 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl pH 8 dialysiert
(3.3.4).
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Tabelle 3.1: Protokoll der Reinigung mittels Kationenaustauscher-Chromatographie. Verwendet
wurden 6 ml Saulenmaterial Toyopearl SP650M (Tosoh Biosciences GmbH, Stuttgart).

Schritt Gewahlte Parameter
Flussrate 6 ml/min
Aquilibrieren 3 SV Auftragspuffer
Beladen Variables Probenvolumen
Waschen ca. 10 SV Auftragspuffer
Elution Gradient: 8-500 mM NaCl
3 SV 1M NaOH 1 M NaCl, 1 h RT Inkubation
Regeneration 3 SV H,0
3 SV 0,1 M NaOH

Inkubation mit zweiwertigen lonen

Nach Reinigung von PlyP825 in Gegenwart von EDTA war das Enzym inaktiv. Das Protein
wurde bei einer Konzentration von ca. 0,5 mg/ml jeweils mit 10 mM Mg, Ca*, Mn**, Zn**
sowie Kombinationen von Zn** mit Ca®* fiir 1 h inkubiert. Nach Dialyse (3.3.4) verblieben
noch 40 pM des jeweiligen lons in der Losung. Messung auf Wiederherstellung der Aktivitat
erfolgte in 20 mM NaH,PO, pH 6, 100 mM NacCl (3.5.4). Zum Vergleich wurde die OD-
Abnahme von PlyP825, welches ohne EDTA gereinigt wurde, verfolgt.

3.3.4 Dialyse von Proteinldsungen

Mittels Dialyse durch eine semipermeable Membran mit Poren definierter Grof3e wurden
Proteine von kleineren Molekilen und lonen getrennt (Lottspeich und Zorbas 1998). Die
Dialyse diente zur Umpufferung von Proteinlésungen, die nach der Reinigung in definiertem
Puffer gelagert werden sollten. Dazu wurden je nach ProteingréRe eine 3,0 oder 12,0 kDa
Dialysemembran verwendet (Carl Roth GmbH, Karlsruhe), die zuvor 30 min in Wasser
eingeweicht wurde. Vom Dialysepuffer wurde mindestens das 100 fache Volumen der zu
dialysierenden Proteinldsung eingesetzt. Alle Dialysen wurden unter Rihren bei 4°C mit

mindestens zweimaligem Pufferwechsel durchgefihrt.

3.3.5 Einkonzentrieren von Proteinldsungen

Die Proteinlosungen wurden mit Hilfe von den Zentrifugalkonzentratoren Vivaspin (Sartorius,
Gottingen) mit molekularer Ausschlussgrenze 10 bzw. 30 kDa Uber eine semipermeable
Membran nach Herstellerangaben Uber Zentrifugation (Multifuge, 4000 rpm, 4°C)
einkonzentriert. Die Dauer der Zentrifugation richtete sich nach dem Volumen des

einzukonzentrierenden Proteins.



3 Methoden 47

3.3.6 Lagerung von gereinigtem Protein

Gereinigte Proteine wurden in flissigen Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.4 Analytische Methoden

3.4.1 UV-Spektroskopie zur Bestimmung der Proteinkonzentration

Die aromatischen Aminosauren Tryptophan und Tyrosin, und in geringem Male auch
Phenylalanin sowie Cysteine (Disulfidbriicken) absorbieren UV-Licht im Bereich von 250 bis
300 nm. Nach Pace et al. (1995) kann aus der Aminosauresequenz der molare Extinktions-
koeffizient bei 280 nm (g250) und daraus, bei bekanntem Molekulargewicht, der spezifische
Extinktionskoeffizient (! *A,g0) berechnet werden:

€280 = Y Trp * 5500 + > Tyr « 1490 + Y Cysteine * 125

€280

MW

€280. Molarer Extinktionskoeffizient bei 280 nm [M™" cm™]

0.1 % _
*Aggo =

1% Aygo: spezifischer Extinktionskoeffizient [cm?/mg]

MW: Molekulargewicht des Proteins [g/mol]

Durch Einsetzen in das Lambert-Beersche-Gesetz kann somit die Proteinkonzentration (c)
berechnet werden:
A280
c: Konzentration [mg/ml]
Asgo: Absorption bei 280 nm
d: Schichtdicke der Kiivette [cm]

C*=

1% Aygo: spezifischer Extinktionskoeffizient [cm?/mg]

Die Absorptionsmessungen erfolgten bei RT mit dem UV/VIS-Spektrometer V650 (Jasco
Corporation, Tokyo, Japan) mit UV-Prazisionskuvetten (1 cm, Hellma, Mduhlheim). Die
Schrittweite betrug 1 nm, die Scangeschwindigkeit 400 nm/min und der Messbereich war
240-340 nm. Das Absorptionsmaximum des Proteins sollte sich bei 278 nm befinden. DNA-
freie Proteinldsungen zeigen ein Verhaltnis von A260:A280 >1:1,8. Der Quotient Azso / Azso
sollte 1 zu 3 entsprechen und es sollte keine Absorption von 300 nm auftreten, um eine
Verfalschung des Ergebnisses durch auf Aggregatbildung zurlickgehende Lichtstreuung
ausschlieBen zu konnen. Bei deutlicher Absorption oberhalb von 300 nm wurde als erste
Naherung eine lineare Zunahme der Lichtstreuung mit abnehmender Wellenlange

angenommen und die ermittelte Proteinkonzentration entsprechend korrigiert.
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Die Nachweisgrenze dieser spektroskopischen Proteinmengenbestimmung bei 280 nm liegt
zwischen 20-3000 pg Protein/ml und zeigt eine starke Abh&ngigkeit von der Aminoséuren-

zusammensetzung des jeweiligen Proteins (Lottspeich und Zorbas, 1998).

3.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analyse von Proteinproben wurde die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
durchgefihrt (Laemmli, 1970). In Anwesenheit des Detergens Natriumdodecylsulfat werden
Proteine durch den Siebeffekt des Gels entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt,
welches durch Vergleich mit einem Proteinlangenstandard abgeschéatzt werden kann. Als
Langenstandard fur SDS-Gel-Analyse wurde Unstained Protein Molecular Weight Marker
(Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. Die verwendeten Gele hatten, je nach Grol3e des zu
analysierenden Proteins, eine Acrylamidkonzentration von 12 oder 15 % (w/v). Das

Pippetierschema ist in Tabelle 3.2 gezeigt.

Tabelle 3.2: Pippetierschema von 12 und 15 %igen SDS-Gelen.

Reagenzien Sammelgel Trenngel
12 % 15 %
30 % AcrylBisacryl 1ml 6 ml 7,5ml

4x Trenngel-Puffer -
4x Sammelgel-Puffer | 1,5 ml - -
Wasser 3,5 mil 5,25 ml 3,75ml

3,75 ml 3,75ml

10 % APS 60 pl 90 pl 90 pl
TEMED 6l 9 ul 9 ul

Fir die SDS-PAGE wurden die Proteinldsungen in SDS-Probenpuffer fir 5 min bei 95°C
denaturiert. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 180 V Gleichspannung fur
45 min und im Anschluss wurde die Coomassie-Farbung der Proteine lUber eine modifizierte
Methode nach Fairbanks et al. (1971) mit Fairbanks Losung A durchgefiihrt. Mit Fairbanks
Losung D wurden die Gele im Anschluss entféarbt. Die Nachweisgrenze dieser Farbemethode
liegt bei 0,2-0,4 pg Protein/mm? Gel.

Gradientengele wurden k&uflich erworben (NuPage Novex 4-12 %, Invitrogen GmbH,

Darmstadt) und nach Angaben des Herstellers verwendet.
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3.4.3 Assays zur Proteinstabilitat

3.4.3.1 Limitierte Proteolyse

Trypsin ist eine Serinprotease, die Peptidbindungen nach den Aminoséuren Lysin und
Arginin spaltet, sofern nicht bestimmte Ausnahmen zutreffen, wie beispielsweise ein Prolin,
welches in der Primérsequenz auf Lysin bzw. Argining folgt. Die Geschwindigkeit des
Abbaus lasst Ruckschlusse uber die Stabilitat des Proteins und die Zugénglichkeit der
Spaltstellen zu. Die Proteinprobe wurde im molaren Verhaltnis von 1/10 mit Trypsin versetzt
und der Ansatz bei Raumtemperatur in 40 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM NaCl inkubiert. Nach
verschiedenen Zeiten wurden Aliquots entnommen und der Abbau durch Zugabe von 5 x
SDS Probenpuffer und Aufkochen gestoppt. Alle Proben wurden abschliel3end mittels SDS-
PAGE analysiert (3.4.2).

3.4.3.2 Fluoreszenz-Spektroskopie

Die intrinsische Fluoreszenz eines Proteins beruht auf den aromatischen Aminosauren
Tryptophan, Tyrosin und, im geringen Mal3, Phenylalanin, wobei in der Regel die
Tryptophanfluoreszenz dominiert. Durch die Sensitivititsparameter wird dieser Effekt
deutlich (Tryptophan 1100, Tyrosin 200, Phenylalanin 8). Zudem kann es zu einem
Energietransfer zwischen den aromatischen Seitenketten kommen (Royer, 1995). So kann
die Tyrosinfluoreszenz oft kaum detektiert werden, da in nativen Proteinen die Lichtenergie,
die von Tyrosin absorbiert wurde, bei ausreichend drtlicher Nahe teilweise auf Tryptophan
transferiert werden kann und dann teilweise von Tryptophan emittiert wird. Dieser Energie-
transfer kann entweder aufgrund der rdumlichen N&he der Tryptophanseitenkette zur
Tyrosinseitenkette (intramolekularer Energietransfer) geschehen, oder die Anregungsenergie
wird Uber das Proteinriickgrat auf Trytophanreste dieser Polypeptidkette Ubertragen (inter-
molekularer Energietransfer). Die Tryptophanfluoreszenz kann durch Anregung bei einer
Wellenlange von 295 nm untersucht werden, da Tyrosin kaum bei dieser Wellenlange
absorbiert (Schmid, 1989). Bei 280 nm erhalt man Tryptophan- und Tyrosinfluoreszenz.
Sowohl die Intensitat der Fluoreszenzemission als auch die Lage des Emissionsmaximums
hangen stark von der unmittelbaren Umgebung des Chromophors ab. Liegt das Protein
denaturiert vor und sind somit die Seitenketten der Tryptophane l6sungsmittelexponiert, ist
eine Rotverschiebung zu beobachten (Schmid, 1997): Ein vollstandig denaturiertes Protein
hat ein Emissionsmaximum bei 350 nm, wéhrend ein nativ gefaltetes Protein mit abge-

schirmten Tryptophanen ein Emissionsmaximum zwischen 320 und 330 nm aufweist.

In dieser Arbeit wurde die Fluoreszenzspektroskopie dazu genutzt, um die induzierte

Entfaltung von Proteinen zu verfolgen (3.4.3.3). Die Messungen erfolgten im Fluoreszenz-
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spektrometer FluoroMax-3 der Firma HORIBA Jobin Yvon (Grasbrunn) in einer vierseitig
geschliffenen Quarzkivette (1 cm, Hellma, Mahlheim). Alle verwendeten Puffer waren filtriert

(0,2 um Porenfilter).

3.4.3.3 Chemische Denaturierung mit Guanidin-Hydrochlorid

Zur Untersuchung der Stabilitat von Proteinen gegentuber chaotropen Reagenzien wurde
natives Protein unterschiedlichen Konzentrationen an Denaturierungsmittel ausgesetzt. In

dieser Arbeit wurde Guanidin-Hydrochlorid (GdnHCI) verwendet.

Vorbereitung der Proteine

Zunachst wurde eine 8 molare GdnHCI-Losung in 40 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl pH 8 zu
den in Tabelle 3.3 aufgefihrten GdnHCI-Stammlésungen mit 40 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl
pH 8 verdinnt. Um Anlagerung von Proteinmaterial an die GefalRwénde der Kivetten und
Reaktionsgefalle zu reduzieren wurde fir Ansatz 16 anstelle von 0 M GdnHCI eine

Endkonzentration von 0,05 M GdnHCI verwendet.

Tabelle 3.3: GdnHCI-Konzentrationen in den Stammlésungen und den Messansatzen.

A GdnHCI-Stammldsungen | GdnHCI im Messansatz
nsatz
mol/l mol/l
1 8,00 6,00
2 7,33 5,50
3 6,67 5,00
4 6,00 4,50
5 5,33 4,00
6 4,67 3,50
7 4,00 3,00
8 3,60 2,70
9 3,20 2,40
10 2,80 2,10
11 2,40 1,80
12 2,00 1,50
13 1,60 1,20
14 1,33 1,00
15 0,67 0,50
16 0,07 0,05

Von jedem zu testenden, gereinigten Protein wurden in Lagerpuffer (40 mM Tris-HCI,
100 mM NaCl pH 8) Ausgangslésungen mit jeweils 1,096 nmol/ml hergestellt (entspricht
beispielsweise bei Ply511 0,04 pg/ml) und sterilfiltriert. Von diesen Ausgangslosungen
wurden fir jeden Denaturierungsansatz 0,275 ml mit 0,825 der entsprechenden, steril-
filtrierten GdnNHCI Stammldsung vermischt, so dass die Proteine mit einer Konzentration von
274 pmol/ml vorlagen (im Fall von Ply511 entspricht dies 0,01 pg/ml). Die daraus

resultierenden denaturierenden GdnHCI-Konzentrationen im Messansatz sind ebenfalls in
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Tabelle 3.3 gezeigt. Um die tatsachliche GdnHCI-Konzentrationen festzustellen, wurden mit

Hilfe eines Refraktometers die Brechungsindices der einzelnen Messlésungen bestimmt.

Die Umrechnung der Brechungsindex-Werte zur Konzentration erfolgt tber folgende Formel
(Pace, 1986):
Caantict [MOI/] = 55,147 * Anganci + 38,68 * An’ganici - 91,6 * An’Gantic

n: Brechungsindex

ANggnrci = Nadnkcl — Npufer

Inkubation und Messung
Zur Einstellung des Gleichgewichts zwischen nativem und aufgefaltetem Zustand des
Proteins wurden die Ansatze bei Raumtemperatur inkubiert. Die Uberpriifung der
Denaturierung erfolgte durch Fluoreszenz-Spektroskopie (3.4.3.2) nach verschiedenen
Zeitpunkten. Nach finf Tagen wurde keine weitere Veranderung festgestellt. Als Referenz zu
den Proteinansatzen dienten reine Pufferansatze.
Zunachst wurde von allen Ansatzen mit der jeweils hdchsten und niedrigsten GdnHCI-
Konzentration nach Anregung der Fluoreszenz bei einer Wellenldnge von 280 nm ein
Spektrum mit einem Emissionswellenlangenbereich von 300 — 450 nm aufgezeichnet, dabei
wurde alle 0,5 nm mit 0,2 Sekunden Integrationszeit gemessen. Die spektralen Spaltbreiten
fur Anregung und Emission lagen bei 5 nm bzw. 10 nm. Die Fluoreszenzspektren wurden
gegen die jeweilige Pufferfluoreszenz korrigiert. Hieraus wurde die Emissionswellenlange
ermittelt, bei der die Differenz zwischen nativem und vollstdndig denaturiertem Protein am
grolten war. Dies waren bei Ply511 326,5 nm, bei PlyP40 317,5 nm, bei PlyP825 370 nm,
bei K1 318 nm, bei M1 387,5 nm, bei EcoGQ6 321 nm, bei EcoGU3 317,5 nm und bei
EcoGP8 318 nm.
Die Messungen erfolgten anschlielend bei einer Anregungswellenlage von 280 nm und der
dem Protein entsprechenden Emissionswellenlange sowie zur Kontrolle bei einer Emissions-
wellenldnge von 450 nm (je funf Sekunden). Nach Korrektur der Messungen um die
Pufferwerte wurden die Werte wie folgt normiert:

F-F,

Foorm: NOrmiertes Fluoreszenzsignal

Fnorm =

F.: Fluoreszenzsignal denaturiertes Protein

F,: Fluoreszenzsignal natives Protein

Die normierten Messwerte wurden als Funktion der Konzentration an Denaturierungsmittel

aufgetragen.
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3.4.3.4 Bestimmung der Restaktivitdt nach thermischer Inkubation

Zur Bestimmung der Restaktivitat nach thermischer Inkubation wurden je Protein 6 Aliquots
zu je 100 pl mit 10 pg/mlin 20 mM Natriumphosphat, 100 mM NaCl pH 6 bei 55°C erhitzt. Zu
den Zeitpunkten 0, 10, 20, 30, 40 und 50 min wurde jeweils ein Aliguot enthommen und bis
zur Messung nach Entnahme des letzten Aliquots auf Raumtemperatur gestellt. Unmittelbar
danach erfolgte ein photometrischer Flissiglysetest (3.5.4) mit 900 pul hitzeinaktivierter Zellen
von ProCC S1095 (3.1.6) in 20 mM Natriumphosphat, 100 mM NaCl pH 6.

3.5 Bestimmung der Proteinaktivitat

3.5.1 Lyseplatten

Lyseplatten zur Klontestung

Fur jede Platte wurden 80 pl hitzeinaktivierte Listeria Zellen (3.1.6), 7,5 pl Ampicillin-
Stammldsung (100 mg/ml) und 5 pl IPTG-Stammldsung (1 mol/l) in 5 ml LB Top-Agar
eingegossen. Auf diese Platten wurden mit Hilfe einer Impfése bereits bestehende Kolonien
von plasmidtragenden E. coli Klonen getipfelt, die auf Expression eines Listeria-lytischen
Molekils getestet werden sollten. Nach Bebriitung bei RT, 30°C oder 37°C wurden die

Platten auf Lysehofbildung ausgewertet.

Lebend-Lyseplatten zur Proteintestung

Fir jede Platte wurde 1 ml einer UN-Kultur in TB-Medium von Listerien diverser Serovare in
5 ml LB Top-Agar eingegossen. Nach Trocknen des Agars wurden hierauf 5 pl gereinigtes
Protein (c=0,4 upg/ml) getropft. Nach Inkubation bei 30°C UN entstand bei Listerien-

Wachstum Eintriibung und ein Lysehof bei Aktivitat der eingesetzten Proteine.

3.5.2 Folienlyseplatten zur verzogerten Induktion

Um Transformationsansatze auf Expression von Listeria-lytischen Molekilen zu testen
wurden Folienlyseplatten erstellt. Hierzu wurden pro Platte 5 ml LB-Agar mit 15 pl IPTG-
Stammldsung (1 mol/l) und 7,5 pl Ampicillin-Stammldésung (100 mg/ml) in eine leere Petri-
schale gegossen. Nach Erkalten des LB-Agars wurde darauf eine sterile, undurchlassige
Folie gelegt. Diese Folien wurden mit grof3erem Durchmesser als die Petrischalen aus
dampfsterilisierbaren Entsorgungsbeuteln (Nerbe Plus GmbH, Winsen/Luhe) geschnitten
und fur 1 h in einer Sterilbank mit UV sterilisiert. Auf die Folienschicht wurden 10 ml LB-Top-
Agar mit 15 pl Ampicillin-Stammlésung (100 mg/ml) und 120 pl hitzeinaktivierte Listeria
Zellen (3.1.6) gegossen (Schema zu Folienlyseplatten 4.1.4.2).
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Folienlyseplatten mit pH6 enthielten zusatzlich in der unteren LB-Agar Schicht 20 mM
Natriumphosphatpuffer pH 6 und in der oberen Schicht LB-Top-Agar pH 6 mit 10 mM
Natriumphosphatpuffer.

Auf die trockenen Folienlyseplatten wurden Transformationsansatze plattiert und bei 37°C
Uber Nacht inkubiert. Mit Hilfe von sterilen Kantlen wurde die Folie an ca. 10 Stellen
zwischen den Kolonien perforiert. Nach 6 h Inkubation der Platten bei 30°C und
anschlieBend UN Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Platten bei 4°C gelagert.
Wahrend und nach den einzelnen Inkubationsschritten (vor Induktion sowie nach 3 h 30°C,
6 h 30°C, UN RT und mehrtagiger Lagerung bei 4°C) wurden die Platten auf Lysehofbildung
analyisert und jeweils die Kolonien mit Lysehtfen gepickt und das zeitliche Auftreten

dokumentiert.

3.5.3 Flussiglysetest mit Zellaufschluss im ELISA

Die Anzucht der zu testenden Klone erfolgte in 96-Well Mikrotiterplatten mit 2 ml Fassungs-
vermogen (Nunc GmbH, Wiesbaden). In jeder Vertiefung wurde 1 ml LB-Medium nach
Zugabe von 150 pg/ml Ampicillin mit einem Klon angeimpft und bei Raumtemperatur 5 h
kultiviert. Die Induktion der Proteinexpression erfolgte Uber Nacht bei Raumtemperatur mit
1 mM IPTG. Durch Zentrifugation (Multifuge, 30 min, 3500 rpm, RT) wurden die Zellen in der
Mikrotiterplatte geerntet. Nach Verwerfen der Uberstéande wurden die Zellpellets mit 100 pl
B-Per Aufschlussmischung (Bacterial Protein Extraction Reagent, Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA; Aufschlussmischung: B-Per Il Reagenz mit PBST pH 8 im
Verhaltnis 1 zu 2 vermischt, 1 mM MgCl, und 1 pg/ml DNase) 1 h bei Raumtemperatur
geschattelt. Anschliel3end erfolgte intensives Vortexen. Durch Zentrifugation (Multifuge, 30
min, 3700 rpm, RT) wurden unlésliche Zellbestandteile pelletiert, die Uberstande wurden fir
weitere Verwendung in Mikrotiterplatten (aus Polystyrol mit 300 pl Vertiefungen, Nunc
GmbH, Wiesbaden) Uberfiihrt. Als Kontrolle wurden je 15 pl der Uberstande mit 5 ul SDS-
Probenpuffer fir SDS-Gel-Analyse (3.4.2) versetzt.

Messung bei pH 6

Pro Vertiefung wurden 185 pl hitzeinaktivierte Zellen von Listeria monocytogenes ProCC
S1095 in 25 mM Natriumphosphat pH6, 100 mM NacCl, 0,1 % Tween 20 mit einer ODggo VON
1 in eine 96 Well-Platte (aus Polystyrol mit 300 pl Vertiefungen, Nunc GmbH, Wiesbaden)
vorgelegt. Nach Zugabe von je 15 ul Uberstand wurde unmittelbar die OD-Abnahme in einer
kinetischen Messreihe (500 Zyklen zu je 10 Sekunden) im ELISA-Messgerat (SunriseTM
platereader, Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim) bei einer Wellenlange von 620 nm und

RT erfasst. Als Referenz diente die Zellsuspension ohne Zugabe von Uberstand.
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Messung in Gegenwart von EDTA

Pro Vertiefung wurden 92,5 pl EDTA haltiger Messpuffer (25 mM Natriumphosphat pH6,
100 mM NacCl, 0,1 % Tween 20 und je nach Messung 10 mM, 50 mM bzw. 150 mM EDTA)
mit 15 pl Uberstand vorgelegt. Nach 1 h Inkubation bei 4°C wurden 92,5 pl hitzeinaktivierte
Zellen von ProCC S1095 in Messpuffer (25 mM Natriumphosphat pH6, 100 mM NacCl, 0,1 %
Tween 20 und je nach Messung 10 mM, 50 mM bzw. 150 mM EDTA) mit einer ODgg VON 2
zugegeben. Danach wurde unmittelbar die OD-Abnahme in einer kinetischen Messreihe
(500 Zyklen zu je 10 Sekunden) im ELISA-Messgerat (SunriseTM platereader, Tecan
Deutschland GmbH, Crailsheim) bei 620 nm und RT erfasst. Als Referenz diente die

jeweilige Zellsuspension ohne Zugabe von Uberstand.

Messung bei pH 5 und pH 4,5

Pro Vertiefung wurden 185 pl hitzeinaktivierte Zellen von ProCC S1095 in 25 mM
Natriumacetat, 100 mM NacCl, 0,1 % Tween 20 mit pH 5 bzw. pH 4,5 mit einer ODgg vOn 1
vorgelegt. Nach Zugabe von je 15 ul Uberstand wurde unmittelbar die OD-Abnahme in einer
kinetischen Messreihe (500 Zyklen zu je 10 Sekunden) im ELISA-Messgerat (SunriseTM
platereader, Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim) bei 620 nm und RT erfasst. Als

Referenz diente die Zellsuspension ohne Zugabe von Uberstand.

3.5.4 Photometrischer Flissiglysetest

Die Bestimmung der lytischen Aktivitdt von gereinigten, rekombinaten Listeria-lytischen
Proteinen erfolgte Uber photometrischen Lysetest (modifiziert nach Loessner et al., 1995).
Die Assays wurden in 1,5 ml halbmikro Einweg-Kivetten (Brand GmbH + Co KG, Wertheim)
im UV/VIS Spektrometer V650 (Jasco Corporation, Tokyo, Japan) bei 30°C mit dem
Programm Parallel Kinetics Measurement (Jasco Corporation, Tokyo, Japan) durchgefihrt.

Im entsprechenden Puffer wurden hitzeinaktivierte Zellen (3.1.6) auf eine ODgy von 1 ein-
gestellt. Eine Verfolgung der OD-Abnahme erfolgte im 1 ml-Ansatz nach Zugabe von gerei-
nigten Listeria-lytischen Proteinen. Falls nicht anders angegeben, wurde 1 pg/ml Protein
eingesetzt. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne Enzym. Die Pufferbedingungen

wurden fur die biochemischen Charakterisierungen wie im Folgenden beschrieben variiert.

Konzentrationsreihe Protein

Getestet wurde in Puffer mit 20 mM NaH,PO,4 pH 6, 100 mM NaCl, 1 mM MgCl, und 1 pg/ml
DNase. Es wurden 6 Ansatze mit 0 pg, 0,039 ug, 0,156 pg, 0,625 pg, 2,5 pg und 10 pg
Protein parallel gemessen. Fiur die Bestimmung der relativen enzymatischen Aktivitat wurde
der Lysekurvenabschnitt mit der grof3ten Steigung Uber einen linearen Bereich betrachtet.

Die absolute lytische Aktivitat der Proteine wurde entsprechend der Definition bestimmt, dass



3 Methoden 55

eine Unit (1 U) fur die Menge an Endolysin steht, die in 1,0 ml einer Listeriensuspension der

ODggp 0,8-1,2 eine Abnahme der Lichtstreuung um 0,01 pro Minute bewirkt.

pH-Reihe
Getestet wurde in Puffer mit 50 mM Natriumcitrat, 50 mM NaH,PO,, 50 mM Borat und 100
mM NacCl, der jeweils auf pH 4,5, 5,5, 6,5, 7,5, 8,5 und 9,5 eingestellt wurde.

Konzentrationsreihe NacCl
Fiur die Konzentrationsreihe mit NaCl wurde 20 mM NaH,PO, pH 6 mit 0, 10, 50, 150, 250
und 500 mM NaCl verwendet.

Inkubation mit EDTA

Die Messung auf EDTA-Toleranz erfolgte in 20 mM NaH,PO, pH 6, 100 mM NaCl mit 0, 1,
10, 25, 100 bzw. 250 mM EDTA. Vom zu testenden Protein wurden 2 pg in 100 pl der
jeweiligen Puffer fir 1 h bei 4°C inkubiert und danach mit 900 pl Zellsuspensionen auf OD-

Abnahmen analysiert.

3.5.5 Minimale bakterizide Konzentration (MBC) bei pH 6

Die minimale bakterizide Konzentration (minimum bactericidal concentration, MBC) gibt die
Konzentration einer Substanz an, bei der mindestens 3 Zehnerpotenzen von der Ausgangs-
zellzahl reduziert werden, dies entspricht der Entfernung von 99,9 % der eingesetzten Zellen.
Zur Bestimmung der MBC wurde zunachst 1 ml einer UN-Kultur der Listeria Teststamme mit
4 ml TB-Medium versetzt und fiir ca. 2 h bei 30°C rolliert (bei 180 rpm), bis eine ODggo von 1
erreicht war. Die Zellen wurden in MBC-Puffer pH 6 auf 10° Zellen/ml verdiinnt (ODggo VON 1
entspricht in etwa 10° cfu/ml). Zur Kontrolle wurden je 100 pl der Verdiinnungen mit 10 und
10° cfu/ml auf LB-Agar plattiert, UN bei 37°C inkubiert und am nachsten Tag durch Z&hlen
der Einzelkolonien die Zellzahl Gberpruift.

Zu testende, sterilfiltrierte Proteine wurden in MBC-Puffer auf folgende Konzentrationen
eingestellt: 200, 40, 8, 1,6, 0,32, 0,064, und 0,013 pg/ml. Jede Konzentration wurde in einer
Doppelbestimmung getestet. Hierzu wurden 2,0 ml ReaktionsgefaRe mit je 450 pl Zell-
suspension (10° cfu/ml) befillt und immer zwei davon mit 50 pl einer Protein-Vorverdiinnung
versetzt, so dass die Proteine um den Faktor 10 verdinnt wurden. Als Kontrolle wurde
anstelle der Proteinldsung 50 pl MBC-Puffer pH 6 verwendet. Nach vorsichtigem Schwenken
wurden die Proben stehend fir 1 h bei 30°C inkubiert. Danach wurden 100 pl der Ansatze
sowie 1 zu 10 und 1 zu 100 Verdinnungen in MBC-Puffer pH 6 auf LB-Agar plattiert. Eine

Auszéahlung der Kolonien erfolgte nach Inkubation der Platten Giber Nacht bei 37°C.
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3.5.6 Bakterizide Wirkung in Milch

Die Testung der bakteriziden Wirkung in Milch erfolgte analog zur Testung der MBC in Puffer
bei pH 6 (3.5.5) mit herkdmmlicher ultrahocherhitzter, homogenisierter Milch mit 1,5 %
Fettanteil. Abweichend davon wurde in Milch ausgehend von den Proteinkonzentrationen
200 pg/ml, 8 pg/ml, 0,32 pug/ml und 0 pg/ml getestet und die Teststamme wurden in Milch
und nicht in MBC-Puffer verdinnt. Zur Proteinkontrolle erfolgte parallel eine Testung in MBC-
Puffer bei pH 6 ausgehend von 8 und 0 ug/ml Enzym. Zudem wurde die Mischung aus
Protein mit Zellen fir 3 h stehend bei 30°C inkubiert.

3.5.7 Minimale inhibitorische Konzentration (MIC)

Die minimale inhibitorische Konzentration (minimum inhibitory concentration, MIC) ist
definiert als die niedrigste Konzentration an Wirkstoff, bei der samtliches Bakterien-
Wachstum und damit OD-Zunahme verhindert wird.

Zur Bestimmung wurde zunachst 1 ml einer UN-Kultur der Listeria Teststamme mit 4 ml TB-
Medium versetzt und fiir ca. 2 h bei 30°C rolliert (bei 180 rpm), bis eine ODgyo von 1 erreicht
war. Die Zellen wurden in TB pH 6 auf 10? Zellen/ml verdiinnt (ODgg von 1 entspricht in etwa
10° Zellen/ml). Zur Kontrolle wurden je 100 pl der Verdiinnungen mit 10 und 10° Zellen/ml
auf LB-Agar plattiert, UN bei 37°C inkubiert und am nachsten Tag durch Zahlen der Einzel-
kolonien die Zellzahl Uberprift.

Fir die Ermittlung der MIC wurden in sterilen 96-Well Platten mit Deckel (Nunclon A, Nunc
GmbH, Wiesbaden) Doppelbestimmungen angesetzt, dafir wurden pro Teststamm 46 Wells
mit 100 pl der entsprechenden Listerien-Suspension mit 10 Zellen/ml befiillt, wodurch ca. 10
Zellen pro Well vorliegen. Zwei weitere Wells wurden mit 100 pl TB-Medium pH 6 befullt und
als Negativkontrolle nicht in die folgende Durchfiihrung miteinbezogen.

Die sterilfiltrierten Proteine mit potentieller inhibitorischer Wirkung wurden in TB-Medium
verdinnt, so dass eine Konzentration von 0,25 oder 0,125 pg/ml vorlag. Je 100 ul der
Proteinlésung wurden auf 2 Wells mit Listerienzellen pippetiert, nach Mischen durch Auf- und
Abpippetieren wurden diesen Wells 100 pl enthommen und in die beiden danebenliegenden
Wells pippetiert, so dass pro Pippetierschritt eine 1 zu 2-Verdinnung erfolgte. Dies wurde fur
insgesamt 21 Verdinnungsstufen durchgeflhrt, so dass als Wachstumskontrolle eine
Doppelbestimmung ohne Protein vorlag. Die resultierende Verdlinnung der Listerien-
Konzentration ist rechnerisch bereits nach zwei Verdiinnungs-Schritten vernachlassigbar.
Nach stehender Inkubation bei 30°C fir 24 h wurde die OD bei einer Wellenlange von
620 nm bei RT im ELISA-Reader (SunriseTM platereader, Tecan Deutschland GmbH,

Crailsheim) gemessen.
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3.5.8 Inhibition von Listerienwachstum mit induziertem E. coli

Zellaufschluss-Uberstand

Jeweils 1 ml einer UN-Kultur der Listeria Teststimme ProCC S1095 und ProCC S776 wurde
mit 4 ml TB-Medium versetzt und fir ca. 2 h bei 30°C rolliert (bei 180 rpm), bis eine ODgq
von 1 erreicht wurde. Die Zellen wurden in TB pH 6 auf 10° bzw. 10° Zellen/ml verdiinnt
(ODggo von 1 entspricht in etwa 10° cfu/ml). Zur Kontrolle wurden je 100 pl der Verdiinnungen
mit 10 und 10° Zellen/ml auf LB-Agar plattiert, UN bei 37°C inkubiert und am nachsten Tag
durch Zahlen der Einzelkolonien die Zellzahl tGiberprift.

Zu testende, plasmidtragende E. coli-Stamme wurden jeweils in zweimal 1 ml-LB Medium
mit 150 pg/ml Ampicillin in 2 ml Reaktionsgefaf3en bei Raumtemperatur angezogen. Nach
5 h erfolgte mit 1 mM IPTG die Induktion der Proteinexpression tber Nacht bei Raum-
temperatur. Daneben wurden zudem zwei nicht induzierte E. coli-Kulturen mitgefiihrt. Nach
Vereinigung der Doppelansatze wurden die Zellen geerntet (Biofuge Fresco, 13000 rpm, RT,
10 min), die Pellets in 400 pul PBST pH 8 resuspendiert und uber Ultraschall (Amplitude
65 %, 20 Sekunden) unter Kuhlung aufgeschlossen. Nach Abtrennung der festen
Zellbestandteile (Zentrifugation in Biofuge Fresco, 13000 rpm, 4°C, 5 min) wurden die
Uberstande sterilfiltriert.

In sterilen 96-Well Platten mit Deckel (Nunc GmbH, Wiesbaden) wurden fir jeden Listeria
Teststamm folgende Doppelbestimmungen angesetzt: Je Zellaufschluss-Uberstand 2 Wells
mit 180 pl Zellsuspension mit 10° bzw. 10° Zellen/ml und 20 pl Zellaufschluss sowie 2 Wells
mit 180 pl TB pH 6 mit 20 pl Zellaufschluss. Daneben wurde eine Versuchsreihe mit
Zellaufschluss-Uberstand von nicht induziertem E. coli durchgefiihrt sowie eine Reihe mit
PBST statt Zellaufschluss-Uberstand.

Nach stehender Inkubation bei 30°C wurde nach 24, 48 und 72 h die OD im ELISA-Reader
(SunriseTM platereader, Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim) bei einer Wellenlange von

620 nm gemessen.

3.5.9 Zellbindetestung mittels ELISA

3.5.9.1 Zell-ELISA

Im Zell-ELISA wurden Zellen auf Mikrotiterplatten (MaxiSorp U96, Nunc GmbH, Wiesbaden)
immobilisiert. Diese Zellen wurden mit den jeweiligen CBDs mit His-Markierung inkubiert und
anschlieend nicht gebundenes Protein abgewaschen. An die His-Markierung der CBDs
wurde His-Antikérper-POD-Konjugat (MicroCoat GmbH, Bernried) gebunden. Nach
Entfernung von nicht gebundenem Konjugat wurde ein Substrat der POD zugegeben,

dessen Umsatz nach festgesetzter Zeit bestimmt wurde.
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Der Zell-ELISA wurde in Doppelbestimmung durchgefuhrt.

Die Zellen einer Bakterien-Kultur aus der exponentiellen Phase wurden in PBS gewaschen.
AnschlieRend wurden die Vertiefungen der Mikrotiterplatten mit jeweils 100 pl der Bakterien-
Suspension mit 10° cfu/ml in PBS durch Inkubation fiir 1 h bei RT unter schiitteln
beschichtet. Nach der Beschichtung wurde die Zelllésung entfernt, je Vertiefung 200 pl PBS
auf die Zellen gegeben und die Waschlésung abpipettiert. Dieser Waschschritt wurde
insgesamt dreimal wiederholt. Nicht von Bakterien bedeckte Stellen auf der Mikrotiterplatte
wurden nun mit 150 pl Blockierungslésung (PBST, 0,5 % (w/v) BSA), pH 7,2) fir 1 h bei RT
blockiert. Zur Bestimmung der eingesetzten Zellzahl wurde ein Aliquot der Zelllésung seriell
in PBS verdinnt und jeweils 100 pl der Verdiinnungsstufe 10° und 10° ausplattiert. His-
Antikorper POD-Konjugat wurde mit 1 pg/ml und im molaren Verhaltnis von 1 zu 2 mit
gereinigter (3.3.3.4), His-markierter CBD fur 1 h bei RT in PBST mit 0,5% (w/v) BSA
vorinkubiert. Nach Blockierung und drei Waschschritten mit 200 pl PBST wurde je Vertiefung
100 pl der Mischung von Antikérper und CBD auf die Zellen gegeben und fir 1 h im
Thermomixer (RT, 500 rpm) inkubiert. Im Anschluss wurden erneut zwei Waschschritte mit
200 pl PBST und einer mit 200 pl PBS durchgefiihrt. Anschlie3end wurde in die Vertiefungen
100 pl ABTS Farbelosung auf die Zellen gegeben. Nach deutlicher Farbentwicklung wurde
die Absorption im ELISA-Messgerat (SunriseTM platereader, Tecan Deutschland GmbH,

Crailsheim) bei 405/620 nm gemessen.

3.5.9.2 Sandwich-ELISA

Im Sandwich-ELISA wurden die His-markierten CBDs auf nickelbeschichtete 96-Well
Mikrotiterplatten (MicroCoat GmbH, Bernried) immobilisiert. Uber die CBDs sollten Listerien-
Zellen gebunden werden, an welche wiederum JS-CBD511 bindet (u. a. bekannt aus
Arbeiten der Profos AG, heute Hyglos GmbH, Daten nicht gezeigt). Die JS-Markierung ist
eine Biotinylierungsdoméne der Oxalacetatdecarboxylase aus Klebsiella und wird wahrend
der Proteinexpression in E. coli biotinyliert. Sie kann mit Strep-Tactin AP Konjugat (Strep-
Tactin Alkalische Phosphatase Konjugat, IBA GmbH, Goéttingen) und chromogenen Subtrat-
umsatz der Phosphatase am gebundenen Konjugat hachgewiesen werden.

Diese Methode wurde in Doppelbestimmungen durchgefihrt. Zur Immobilisierung wurden
jeweils 100 pl der C-terminal His-markierten CBDs mit einer Konzentration von 10 pg/ml in
Proteinverdiinnungspuffer in die Vertiefungen von nickelbeschichteten Mikrotiterplatten
gegeben. Es wurde darauf geachtet, dass die EDTA-Konzentration (EDTA im Lagerpuffer
der CBDs) 0,5 mM nicht Uberstieg. Nach 30 min Inkubation bei RT und 500 rpm im Thermo-
mixer wurde die Proteinlésung abpippetiert und dreimal mit 200 pl ELISA-Waschpuffer

gewaschen. Nun wurde das gebundene Protein mit 100 ul einer 10° cfu/ml Listeria Zelllésung
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in ELISA-Waschpuffer fur 1,5 h im Thermomixer (RT, 500 rpm) inkubiert. Danach wurde
dreimal gewaschen.

Strep-Tactin AP Konjugat wurde 1:5000 verdiinnt eingesetzt und im molaren Verhaltnis von
1 zu 4 mit JS-CBD511 (entspricht 0,2 pg/ml, bereitgestellt von Hyglos GmbH) in Protein-
verdiinnungspuffer fir 1 h bei RT vorinkubiert. Davon wurden jeweils 100 pl in die
Vertiefungen gegeben und die Platten fir 30 min im Thermomixer (RT, 500 rpm) inkubiert.
Nach vier Waschungen mit ELISA-Waschpuffer wurden 100 pl pNPP-Substratlosung in die
Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert und bei RT inkubiert. Nach deutlicher Farb-
entwicklung (ca. 30 min) wurde die Absorption im ELISA-Messgerat (SunriseTM platereader,

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim) bei 405/620 nm gemessen.
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4 Ergebnisse

Es sollte eine Klonierungsmethode entworfen werden, die es erlaubt, beliebige Domé&nen
zuféllig zu kombinieren. Im Rahmen dieser Arbeit sollten so zellwandhydrolytische Enzyme
aus maximal drei Domanen hergestellt werden, wobei jede Doméane an jeder Position, also
mittig, N- oder C-terminal und auch mehr als einmal im Protein vorkommen kann. Diese
Methode sollte zudem die Zahl der zu kombinierenden Domé&nen nicht begrenzen.
AnschlieRend sollten die resultierenden Proteine auf gewinschte Eigenschaften zur
Anwendung im Lebensmittel gescreent werden (Abbildung 4.1). Ausgewdahlte Kandidaten

sollten nach Proteinreinigung auf Aktivitat und Stabilitéat untersucht werden.
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Spezifitats-Screening
J

A 4

Sequenzauswertung
J
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Abbildung 4.1: Ubersicht der geplanten Vorgehensweise von Klonierung und Vorscreening
(beige), Screening auf gewilnschte Eigenschaften (blau) und zusammenfassender Analyse

(grun).
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4.1 Konzeption und Validierung der Klonierungsstrategie

Die zufdlige Kombination von Doménen soll durch sukzessive Ligation von
domanencodierenden DNA-Fragmenten an der Festphase erfolgen. Dabei ist die Domane
am 5-Terminus an Position 1, die 3’ anligierte Domane an Position 2 usw. Da sich die
Restriktionsschnittstellen zwischen den Positionen unterscheiden, werden die Domanen
gerichtet anligiert, d. h. ein 3’-Ende sollte immer mit einem 5’-Ende verbunden werden, um
nonsense-Ligationen am wachsenden Nukleotidstrang zu verhindern. In dieser Arbeit wurde
die Konstruktion von 2- und 3-Doméanenproteinen verfolgt.

Die Domanenabschnitte werden derart gewahlt, dass C-terminal eine Linkersequenz
vorhanden ist, die nicht zur eigentlichen Aktivitat der Domane beitragt. Dies ist im Falle von
naturlich vorkommend N-terminalen Domanen der wildtypische Linker, im Falle von naturlich
vorkommend C-terminalen Doméanen die synthetische Linkersequenz GGSKPGGTKP
GGSKP. Die Glycin-, Serin und Threoninreste der Linkersequenz sollen Flexibilitat
ermdglichen. Die positiv geladenen Lysinreste sind wie die polaren Aminosauren Serin und
Threonin charakteristisch fir die prognostizierten Linker von Listeria-Endolysinen
(Schmelcher et al., 2010) und erlauben Exponiertheit zum Lésungsmittel. Prolinreste folgen
unmittelbar den Lysinresten und brechen zum einen unerwilinschte Sekundarstrukturen auf,
zum anderen verhindern sie die proteolytische Spaltung hinter Lysin, beispielsweise durch
Trypsin. Zudem wurden prolinreiche, repetitive Sequenzen flir die putativen Linkerregionen
von Ply511 und PlyP40 beschrieben (Schmelcher et al., 2010).

Die codierenden Gene der Domanen werden zunachst einheitlich ohne Stop-Codon in den
Vektor pET14b kloniert. Uber PCR-Primer, die am Vektor und an den bei allen Domanen
identisch generierten Insertgrenzen annealen, konnen hieraus die Fragmente mit positions-

spezifischen Restriktionsschnittstellen amplifiziert werden (Abbildung 4.2).

Ncol Pstl
3¥— EAD
/ Pstl Sall
2 {EaD
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pET14b
— EAD I!—

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Amplifikation der Doméanenabschnitte mit
positionsspezifischen Primern. Die Primer annealen an den einheitlichen Vektor- und Domanen-
grenzen. Je Position wird ein Primerpaar mit unterschiedlichen Restriktionsschnittstellen bendtigt. Der
5’-Primer fir Doméanenposition 1 bringt einen Biotinrest ein.
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Fragmente fir Position 1 werden dabei 5’ mit einem biotinhaltigen Primer amplifiziert, wobei
das Biotin durch Restriktionsverdau abgetrennt werden kann. DNA-Fragmente der Position 1
werden am 3’-Ende, Fragmente flr andere Positionen am 5-Ende mit dem jeweiligen
Restriktionsenzym verdaut. AnschlieRend werden alle Fragmente fir dieselbe Position
vereinigt. Die Fraktionen fir Position 1 und 2 werden in die erste Ligation eingesetzt. Durch
Zugabe von Streptavidin beschichteten, magnetischen Partikeln und Einsatz eines Magneten
werden alle Fragmente mit einer biotinylierten Domane fixiert, wodurch Waschen zwischen
den Schritten moglich wird. Fur weitere Ligationen wird jeweils das 3’-Ende der hochsten
Position verdaut und der Fragmentpool fir die nachste Position anligiert (Abbildung 4.3 A).
Zwischen Ligationen und Restriktionen wird jeweils gewaschen um unerwunschte DNA
sowie unproduktive Ligationsprodukte zu entfernen (Abbildung 4.3 B).

Die erhaltenen Konstrukte werden fir das anschlieRende Screening in einen induzierbaren

Selektionsvektor kloniert und in E. coli transformiert.
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Position 1 2 3

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung der sukzessiven Ligation von DNA-Fragmenten.
A: Die Ligations-Schritte beginnen mit den Fraktionen von Position 1 und 2. Danach kénnen 3’ weitere
Fragmente anligiert werden. Der Biotin-tag an Position 1 ermoglicht Waschschritte zwischen den
Ligationen. B: Die aufeinander folgenden Ligations-Schritte kdnnen zu unproduktiven Konstrukten
fuhren, die entfernt werden. Linker sind als schwarze Balken dargestellt.

4.1.1 Auswahl der Domanen

4.1.1.1 Doméanenanzahl

Entscheidend fir die Auswahl der Anzahl der zu kombinierenden Domanen war der damit
verbundene Screening-Aufwand. Da der erste Screening-Schritt eine optische Auswertung
auf Lysehofbildung der plattierten E. coli Transformanden umfasst, limitiert er die zu
erlaubende Anzahl an Varianten. Tabelle 4.1 zeigt die Anzahl an Kombinationsmaoglichkeiten
fur die Erstellung von 2- und 3-Domanenproteinen, wobei jede Doméane fir jede Position

zugelassen ist.
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Tabelle 4.1: Kombinationsméglichkeiten in 2- und 3-Doméanenproteinen in Abhéangigkeit der
eingesetzten Domé&nenanzahl. Innerhalb dieser Arbeit sollten maximal 20 Domanen eingesetzt
werden.

Anzahll der 2-Domqnen- 3-Domqnen- Gesamt
Domanen Proteine Proteine
2 4 8 12
3 9 27 36
4 16 64 80
5 25 125 150
6 36 216 252
18 324 5832 6156
19 361 6859 7220
20 400 8000 8400
21 441 9261 9702
22 484 10648 11132
23 529 12167 12696
24 576 13824 14400
25 625 15625 16250

Zu berilcksichtigen ist, dass in dieser Kalkulation auch Domanenkombinationen ohne EAD
und CBD enthalten sind. Hierbei handelt es sich um nicht funktionsfahige Konstrukte. So
besitzt beispielsweise ein Ligationsprodukt aus 3 CBDs keine lytische Aktivitat. Trotzdem
fuhren auch derartige Konstrukte im Initial-Screening zu Kolonien und tragen zum
Arbeitsaufwand bei. Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb eine maximale Zahl von 20

Domanen festgelegt.

4.1.1.2 Auswahl der Zellbindedoméanen

In die Genbank sollten Zellbindedoméanen aus Listeria-Endolysinen eingesetzt werden. Das
Bindeverhalten der CBDs definiert mal3geblich das Lysespektrum der Endolysine. Die
Bindung von CBDs aus Listeria-Endolysinen an verschiedene Listerien-Serovare wurde im
Detail untersucht (Loessner et al., 2002; Schmelcher et al., 2010). Bisher wurden keine
Daten zu CBDPhiLM4 und CBDB054 veroffentlicht, es ist jedoch zu vermuten, dass diese
Zellbindedomanen ein sehr ahnliches Bindespektrum haben wie CBD500, da CBDPhiLM4
91 % und CBDB054 85 % homologe Aminosauren mit CBD500 aufweisen. Fir CBDPhiLM4
konnte zudem gezeigt werden, dass sie an Listerien mit sv 4b, 5 und 6a bindet, an Listerien
mit sv 1/2b, 3a und 7 hingegen nicht (Daten Profos AG, heute Hyglos GmbH,
unverodffentlicht).

Abbildung 4.4 gibt einen Uberblick lber die Domanenmotive und Verwandtschaften
bekannter Listerien-Endolysine sowie die erkannten Serovare durch die jeweiligen

Zellbindedomanen.
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Die Zellbindedomanen gliedern sich zum Teil in Subdomanen. Bei PlyP40 und PlyB025
finden sich dabei bekannte Domanenmotive, namlich SH3_3 und LysM. Diese Motive sind in
der Pfam-Datenbank (protein families, Finn et al., 2008) erfasst mit pfam08239 fur SH3_3
und pfam01476 fur LysM. SH3_3 gehort zu einer Gruppe bakterieller SH3 Domanen (SH3b,
bakterielle src-Homologie 3), welche moglicherweise an Kohlenhydrate oder Polyprolin-
Bereiche binden und sind bekannt als Motive in CBDs von Zellwand-Hydrolasen (Humann
und Lenz, 2009). Domanen mit LysM (Lysin Motive) vermitteln die direkte Bindung an
Peptidoglykan. Sie bestehen aus ca. 40 Aminosauren und liegen in Zellwand-assoziierten
Proteinen in 1 bis mehreren Wiederholungen vor, dabei befinden sie sich C-terminal von

Lysozymen und Glucosaminidasen bzw. N-terminal von Peptidasen (Buist et al., 2008).

; sv 1/2 3 4 5 6
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Abbildung 4.4: Schematische Darstellung der Verwandtschaft beschriebener Endolysine aus
Listeria-Phagen mit Bindung der korrespondierenden CBDs an Listerien-Serovare 1 bis 6.
Modifiziert nach Schmelcher et al., 2010. Striche signalisieren Sequenzhomologie. Falls vorhanden
wurden in BLAST aufgezeigte Domanenmotive angegeben (GH25: Glykosylhydrolase 25, VanY:
benannt nach Vancomycin induzierbarer D,D-Carboxypeptidase von Enterococcus faecium BM4147).
Die Linker sind durch graue Balken dargestellt. Bindung an nur manche Listerien eines Serovars
(Subserovare a bis e) ist rot markiert, wurde keine Bindung beobachtet steht ,-“, leere Felder: nicht
betimmt.

Fur die Erstellung der Domanenkombinationen wurden CBD511 und CBDP40 gewahlt, die in
der Testung ausnahmslos alle Listerien-Serovare erkannten sowie CBD500, CBDB025,
CBDP35 und CBDO006, die unterschiedliche Gruppen von Listerien-Serovaren binden.
CBD500 erkannte im Test alle getesteten Stamme mit sv 4, 5 und 6, CBDB025 zeigte
Bindung an einzelnen Vertretern, namlich sv 4a, 6b und teilweise sv 5. CBDP35 band an den

Grofdteil aller Listerien, so wurden alle Stamme mit sv 3, fast alle mit sv 1/2, 4, 5 und 6
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gebunden, nicht jedoch Stamme mit sv 4b und L. innocua sv 6a. CBD0O06 wies Bindung an
samtliche Listerien von sv 1/2 und auch Vertreter von Serovaren 3a, 3¢ und 4a auf
(Schmelcher et al., 2010).

Wie gezeigt wurde, bleiben in manchen CBD-Kombinationen Bindeeigenschaften der
einzelnen Zellbindedoméanen erhalten, was zu erweiterten Bindespektren fuhrt (Schmelcher,
2007; Bretfeld, 2009). Fusionsproteine mit einer EAD und CBDP35 oder CBDO006 und
CBD500 sind daher moglicherweise dazu in der Lage, nahezu alle Serovare zu lysieren. Da
die Bindeaffinitat durch CBD-Duplikation erhoht werden kann (Schmelcher, 2007) ist zudem
nicht auszuschlieRen, dass gebildete Zellwand-Hydrolasen mit mehreren Zellbindedoméanen

verbesserte Effektivitaten unter den hier getesteten Bedingungen besitzen.

Erst wahrend dieser Arbeit wurde das bisher unbekannte Wildtyp-Endolysin PlyP825
identifiziert, weshalb die Doméanen dieses Proteins nicht in die Genbank eingesetzt werden
konnten. Die Doménen dieses Endolysins haben Homologien zu EAD500 und CBD511
(Abbildung 4.5). Die Bestimmung des Lysespektrums von PlyP825 uber Lysehofplatten mit
22 lebenden Listerien (3.5.1) mit Serovaren 1-6 (ProCC S1095, 995, 1153, 1002, 2867,
1003, 1135, 1154, 2991, 2974, 2975, 776, 2919, 1144, 2920, 857, 1150, 1164, 1014, 1147,
773 und 1754) zeigte, dass samtliche Listerien-Serovare lysiert wurden. PlyP825 sollte daher
zusatzlich zu PlyP40 und Ply511 wéahrend der Proteincharakterisierung als Vergleichsprotein

fur die spater gescreenten Kandidaten herangezogen werden.

Endolysin EAD CBD Sequenzvergleich
— EAD
Ply500

ny i CBD | 75 % identische bzw.
| | | | | | | | | 86 % homologe Reste

PlyP825 | VanY

CBD
62 % identische bzw.
73 % homologe Reste

Ply511

Abbildung 4.5: Schematische Darstellung der Homologien zwischen EADP825 und EAD500
sowie CBDP825 und CBD511. VanY: benannt nach Vancomycin induzierbarer D,D-Carboxy-
peptidase von Enterococcus faecium BM4147.

4.1.1.3 Auswahl der enzymatisch aktiven Domanen

Fir die Zufallskombinationen wurden nicht nur enzymatisch aktive Domé&nen aus Phagen-
Endolysinen bericksichtigt, sondern auch aus lytischen Phagenschwanzproteinen,
bakteriellen Autolysinen und Bakteriozinen. Es wurde lediglich darauf geachtet, keine
(putativen) Carboxypeptidasen zu verwenden. Diese hydrolysieren die Bindungen an den

Termini der Stammpeptide und fuhren daher nicht unmittelbar zur Zerstérung der Zellhdille.
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Aus den bekannten Endolysinen gegen Listeria sollten moglichst unterschiedliche EADs
verwendet werden, weshalb von homologen Domanen jeweils nur ein Vertreter gewanhlt
wurde (Homologieschema Abbildung 4.4). Somit wurden EADP40, EAD511, EADP35,
EAD500, EADPSA und EADB054 ausgesucht.

Als Quellen fur EADs, die nicht aus Endolysinen stammen, wurden die Listerien-Autolysine
MurA, IspC, das Staphylococcen-Autolysin Sle1, das lytische Phagenschwanzprotein Gp29
des Listeria-Phagen P100 sowie das Bakteriozin Cellosyl (bzw. Mutanolysin) gewahit. Die
Domanenstrukturen dieser Enzyme sind in Abbildung 4.6 dargestellt.

Die enzymatisch aktiven Doméanen der Listeria-Autolysine MurA und IspC liegen N-terminal
mit Sequenzmotiven von Lysozym 2 vor. Als Zellbindemotive wurden in MurA LysM-
Domanen erkannt, in IspC konnten nach handischer Sequenzanalyse GW-Module
aufgedeckt werden. Hierbei handelt es sich um tandemartig wiederholte Motive von ca. 80
Aminosauren, die mit dem Dipeptid Glycin-Tryptophan (GW) beginnen. GW-Module werden
mit nicht kovalenter Bindung an Lipoteichonsduren assoziiert und kommen nicht nur in
Peptidoglykan-Hydrolasen vor (z. B. auch Internalin B) (Bierne und Cossart, 2007; Vollmer et
al., 2008-B). Von beiden Proteinen wurde die Hydrolyse von Peptidoglykan des Typ A1y in
der Literatur beschrieben (Carroll et al., 2003; Wang und Lin, 2007).

In dem Staphylococcen-Autolysin Sle1 befindet sich die EAD am C-Terminus mit einem
CHAP Doméanenmotiv, Bindung an die Zelle von Sle1 erfolgt Uber die N-terminale CBD
bestehend aus 3 LysM-Doméanen. Von Sle1 konnte auf Peptidoglykan von Staphylococcus
aureus eine lytische Aktivitdt gezeigt werden und die Spezifitdt der Amidbindung zwischen
dem Glykanrickgrat und dem Stammpeptid zugewiesen werden, die auch im Listerien-
Peptidoglykan vorhanden ist (Kajimura et al., 2005).

Auch bei dem Phagenschwanzprotein Gp29 aus dem Listeria-Phagen P100 liegt die
enzymatisch aktive Domane am C-Terminus, hier wurde ein NIpC/p60-Motiv erkannt. Die
hydrolytische Wirkung von Gp29 sowie die seiner enzymatisch aktiven Domane EADgp29
auf Listerien-Peptidoglykan wurde in Arbeiten der Profos AG (heute Hyglos GmbH) gezeigt
(Daten nicht veréffentlicht).

Die Aminosauresequenz des Bakteriozins Cellosyl aus Streptomyces coelicolor ist zu tUber
99 % identisch mit der des Bakteriozins Mutanolysin aus Streptomyces globisporus.
Mutanolysin wird in Streptomyces, einem grampositiven Bakterium, mit einem 77
Aminosaure langen Leaderpeptid synthetisiert (Lichenstein et al., 1990). Dieses Leader-
peptid besteht aus Signalsequenz und Propeptid, die im Laufe der Prozessierung abgetrennt
werden. Cellosyl hat eine Lysozym-Doméane (Motiv Glykosylhydrolase 25) und keine CBD.
Im Gegensatz zu anderen Lysozymen ist Cellosyl auch gegen O-acetyliertes Peptidoglykan
aktiv und seine Wirkung gegen Listeria wurde beschrieben (Fliss et al., 1991; Rau et al.,
2001; Nakimbugwe et al., 2006).
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Protein Domanenzusammensetzung

Gp29 1] —NIpC/p60.) 795

SP
MurA 1 LysMH LysMH LysMH LysM) 590

IspC 1 (Glucosaminidase]-LGW_-(GW - (GW - {GW_+H({GW - LGW 774

Slel 18P T T e CHAP 334

Cellosyl 1 LP l Glykosylhydrolase 25 | 294

Abbildung 4.6: Schematische Darstellung der Domanenstrukturen von Gp29 aus P100, MurA,
IspC, Slel und Cellosyl. Angegeben sind in BLAST aufgezeigte Domanenmotive (CHAP: Cystein
Histidin abhangige Amidohydrolasen/Peptidasen). GW-Module in IspC wurden lber Sequenzanalyse
ermittelt. Linker sind durch graue Balken dargestellt. Proteingrof3e ist in Aminosauren angegeben,
grau: keine Domane erkannt, SP: Signalpeptid, LP: Leaderpeptid.

Nur von EAD511, EAD500 (Loessner et al., 1995), Sle1 (Kajimura et al., 2005) und Cellosyl
(Rau et al., 2001) wurden die Spezifitaten bisher experimentell bestatigt. Die Spezifitdten der
anderen enzymatisch aktiven Domanen wurden Uber Motivsuche abgeleitet und werden
daher mit putativ bezeichnet. Diese Vorgehensweise ist laut Firczuk und Bochtler (2007)
durchaus zulassig. So gibt es zwar unter den Amidasen und Peptidasen Enzyme, die
dieselbe Faltung besitzen und unterschiedliche Bindungen schneiden, und Enzyme, die
unterschiedliche Faltungen aufweisen und dieselbe Spezifitat besitzen. Jedoch kénnen auf
der Basis von vorhandenen biochemischen und strukturellen Informationen die Spezifitaten
von hypothetischen Zellwand-Hydrolasen Uber Sequenzinformation meist vorhergesagt
werden.

So schlussfolgern Layec und Mitarbeiter (2008) nach Auswertung von experimentellen Daten
aus der Literatur und Sequenzvergleichen, dass die Domanen CHAP (Cystein Histidin
abhangige Amidohydrolasen/Peptidasen) und NIpC/p60, welche beide zur CHAP-Super-
familie gehdren, unterschiedliche Bindungen im PNG hydrolysieren. Demnach sind innerhalb
der Firmicutes CHAP-Proteine N-Acetylmuramyl-L-Alanin Amidasen oder Endopeptidasen
und NIpC/p60-Enzyme sind D-Glutamyl-meso-Diaminopimelinsaure Peptidasen (in Peptido-
glykan Typ A1y) (Schema der Spezifitaten in Abbildung 1.4, S. 10).

Tabelle 4.2 zeigt die ausgewahlten enzymatisch aktiven Domanen in Zusammenhang mit
den Ausgangsproteinen, den Domanenmotiven sowie den hydrolysierten oder vermutlich
hydrolysierten Bindungen im Peptidoglykan.

Da sich unter den bisher bekannten Listeria-Endolysinen nur (putative) Amidasen,
Peptidasen und ein putatives Lysozym finden, kénnen durch Kombination mit EADgp29,

MurA und IspC mdglicherweise weitere Bindungen im Peptidoglykan adressiert werden.
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Zudem kann mit den EADs, die nicht aus Endolysinen stammen, die Kombination von EADs
aus lytischen Phagenschwanzproteinen, Bakteriozinen und Autolysinen mit Endolysin-CBDs

getestet werden.

Tabelle 4.2: Ausgewéhlte EADs fur die Domé&nenkombination. Aufgelistet sind Domé&nenursprung
(Listerien-Phage bzw. Bakterium), Domanenmotiv mit zugehériger pfam-Datenbank-Nummer und
putative oder bestatigte Spezifitat mit hydrolysierter Bindung. Das Domanenmotiv wurde Giber BLAST
ermittelt. Angegeben sind die pdb-Nummern von PlyPSA (Korndorfer et al., 2006), EAD500
(Korndorfer et al., 2008) und Cellosyl (Rau et al., 2001). GH25: Glykosylhydrolase 25, CHAP: Cystein
Histidin abhangige Amidohydrolasen/Peptidasen, VanY: benannt nach Vancomycin induzierbarer D,D-
Carboxypeptidase von Enterococcus faecium BM4147. *: Zink im aktiven Zentrum, (*):vermutlich Zink
im aktiven Zentrum, *: Disulfidbriicke.

, Doménen- Spezifitat
Domén Il : ; ¥
omane Quelle motiv hydrolysierte Bindung
. Amidase 2 . "
EAD511 Endolysin Ply511 aus A511 pfam01510 Amidase(*), D-Lac-L-Ala
. Amidase 3 : . .
EADBO054 Endolysin PlyB054 aus B054 pfam01520 putative Amidase(*), D-Lac-L-Ala
Endolysin PlyPSA (pdb 1xov) Amidase 3 . . .
EADPSA aus PSA pfam01520 putative Amidase*, D-Lac-L-Ala
Autolysin von Staphylococcus CHAP :
Slel aureus USA 300 pfamos257 | Amidase, D-Lac-L-Ala
Endolysin Ply500 (pdb 2vo9) VanyY . .
EADS500 aus A500 pfam02557 Peptidase*, L-Ala-D-Glu
. VanY . : "
EADP35 Endolysin PlyP35 aus P35 pfam02557 putative Peptidase(*), L-Ala-D-Glu
Lytisches Phagenschwanz- NIpC/p60 . . P~
EADgp29 protein Gp29 aus P100 pfam00877 putative Peptidase, D-Glu-m-Dap
. GH 25 .
EADP40 Endolysin PlyP40 aus P40 pfam01183 putatives Lysozym, MurNac-GlcNac
Bakteriozin von Streptomyces GH 25 #
Cellosyl coelicolor Miiller (pdb 1jfx) pfam01183 Lysozym’, MurNac-GlcNac
MUrA Autolysin von Listeria mono- Lysozym 2 | putative Glucosaminidase,
cytogenes EGDe sv 1/2a pfam01832 | GlcNac-MurNac
IspC Autolysin von Listeria Lysozym 2 | putative Glucosaminidase,
P monocytogenes L10521 sv 4b pfam01832 | GlcNac-MurNac

4.1.1.4 Auswahl geeigneter Proteinabschnitte der Doméanen

Die Domanenabschnitte sollten derart ausgewahlt werden, dass nur C-terminal eine
Linkersequenz vorhanden ist. An Doméanen ohne nattrlichen C-terminalen Linker wurde die
synthetische Linkersequenz angehangt. Vorhandene Signal- und Leaderpeptide wurden

nicht mitkloniert.

Bis auf EADPSA, EAD500 und Cellosyl (Rau et al., 2001; Korndérfer et al., 2006 und 2008)
gibt es von den verwendeten Domanen keine bekannten Strukturen, weshalb die geeigneten
Sequenzabschnitte der anderen Doménen Uuber in silico-Analysen der Aminoséaure-

sequenzen und experimentelle Daten angendhert wurden.
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Die in silico-Analysen umfassten abgeleitete Strukturinformation aus Modellen, Sekundar-
struktur-Vorhersagen, Linkervorhersagen, Domanenvorhersagen tber BLAST und Sequenz-
Alignments (2.11).

Zu Hilfe genommen wurden die CBD-Bindestudien von Schmelcher und Mitarbeitern (2010)
mit den Doméanen CBD511, CBDP40, CBD500, CBDB025, CBDP35 und CBD006. Weitere
experimentelle Hinweise fiur die Eingrenzung der geeigneten Domé&nenabschnitte lieferten
Veroffentlichungen UGber die Analyse verkurzter Varianten von Slel (Kajimura et al., 2005)
und IspC (Wang und Lin, 2007) sowie die Entfernung der Signalsequenz von MurA (Carroll
et al., 2003). Fur die Wahl eines geeigneten Sequenzabschnitts fir EADgp29 lagen eigene
Daten vor (Profos AG, heute Hyglos GmbH, Daten unveréffentlicht). Da die tatsachliche
Lage der EAD in MurA aus diesen Daten nicht eindeutig zugewiesen werden konnte, wurden
zwei N-terminal verschieden lange Varianten kloniert, wobei die langere Variante (MurA)
einen sehr niedrigen theoretischen isoelektrischen Punkt hat (pl von 5,2). Im Gegensatz
hierzu liegt der theoretische pl aller anderen Domé&nen, inklusive der N-terminal verkirzten
Variante MurA-Var2, zwischen 9 und 10,5.

Fur CBD511, CBD500, CBDP35 und CBD006 wurden andere Domanengrenzen gewabhlt als
bei Schmelcher et al. (2010). Begriindet liegt dies zum einen in weiteren in silico-Analysen,
die andere Domanengrenzen vermuten lassen. Zum anderen an der Klonierungsstrategie
dieser Arbeit, die keine N-terminale Linkersequenzen vorsieht. Auch fur CBDP40 wich die
Wahl der Doméanengrenzen von Schmelcher et al. (2010) ab. So wurden in dieser Arbeit

mehrere Varianten dieser Zellbindedoméne kloniert (Abbildung 4.7).

Pl Yy P40 [ EADP 40 J GSKAPVKPAPKPTPSKPAPAKPAPKT[ C B D

Funktionelle CBD ) (

m |t GEP* [ G F P ] JGSKAPVKPAPKPTPSKPAPAKPAPKT|l C B D

CBDP40 [ CBD

C B D P40 L GSKAPVKPAPKPTPSKPAPAKPAPKT[ C B D
(
CBDP40nls Dw CBD

Abbildung 4.7: Schematische Darstellung der klonierten Varianten der Zellbindedoméane von
PlyP40. Linkersequenzen sind in grauen Balken wiedergegeben. * aus Schmelcher et al., (2010),
GFP: Green Fluorescent Protein.

et

Laut Schmelcher et al. (2010) wurden gute Zellbindungen nur mit CBDP40-Varianten
erreicht, die N-terminal Uber die vorhergesagte Linkersequenz hinaus in die EAD hinein
reichten. Um auszutesten, ob dies méglicherweise durch die Verwendung von N-terminalen

Fusionen mit GFP herbeigefihrt wurde, wurde hier eine N-terminal kirzere Variante
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CBDP40 getestet. In spateren Versuchen stellte sich allerdings heraus, dass CBDP40 nicht
funktionell war (4.1.4.4). Aus diesem Grund wurden CBDP40L und CBDP40nis generiert.
Diese Varianten beginnen N-terminal entsprechend den Resultaten von Schmelcher et al.
(2010). Um einen Effekt des C-terminalen synthetischen Linkers als Ursache der
Nichtfunktionalitat von CBDP40 auszuschlief3en, wurde CBDP40L mit und CBDP40niIs ohne

synthetischen Linker kloniert.
In Tabelle 4.3 ist die Wahl der Doménengrenzen angegeben. Die Funktionsfahigkeit aller

klonierten CBDs und EADs sollte im Anschuss der Klonierung tberprift werden (4.1.2.3 und
4.1.2.4).

Tabelle 4.3: Gewahlte Sequenzabschnitte der Doméanen.

Doméne Domanengrenzen
CBD511 S197-K341
CBDP40 T226-K344
CBDP40L S192-K344
CBDP40nls S192-K344
CBD500 Al148-K289
CBDB025 G127-K276
CBDP35 G140-K291
CBDO006 T157-1235
EAD511 M1-T195
EAD500 M1-T154
EADP40 M1-K225
EADP35 M1-E150
EADBO054 M1-A194
EADPSA M1-N182
EADgp29 V641-V795
MurA A52-5327
MurA-Var2 S142-5327
IspC M1-G226
Slel V201-H334
Cellosyl T79-A294

4.1.2 Klonierung und Funktionstestung der Domé&nen

4.1.2.1 Klonierung der Domé&nen

Zur Klonierung der Doménen wurden zunachst die erwiinschten DNA-Abschnitte mittels
PCR amplifiziert (3.2.3.1). Tabelle 7.1 im Anhang listet die verwendeten Primer und Matrizen
sowie die resultierenden FragmentgréRen der klonierten Domanen auf. Fur die Endolysin-
Doméanen CBD511, CBDP40, CBDP40L, CBDP40nls, CBD500, EAD511, EAD500, EADP40
und EADPSA waren bereits klonierte Konstrukte vorhanden. Als Matrize fir das Bakteriozin

Cellosyl lag ein kloniertes synthetisches Gen mit fur die Expression in E. coli optimierter
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Sequenz vor. Die codierenden Gene fir die Endolysin-Domanen CBDP35 und EADP35
wurden aus einem GdnHCI-Aufschluss (3.2.2) des Phagen P35 (ProCC P814) und flr
EADgp29 aus dem Phagen P100 (ProCC P721) amplifiziert. Die Gene cbdB025, cbd006 und
eadB054 wurden jeweils Uber kryptische Prophagen aus genomischer Wirts-DNA
amplifiziert. Kryptischen Prophagen fehlen einige Gene, die fir den lytischen Lebenszyklus
eines Bakteriophagen notwendig sind und sind somit nicht mehr in der Lage, das
Wirtschromosom zu verlassen und intakte Phagenpartikel zu bilden. Hierfir wurden
Hitzelysate von Stammen als Matrize verwendet, aus denen bereits andere Phagenproteine
von B025, AO06 und B054 erfolgreich vermehrt werden konnten (Daten Profos AG, nicht
verOffentlicht). Das Gen fir die Autolysin-Doméne Slel wurde aus Hitzelysat von
Staphylococcus aureus USA 300 (ProCC S2297) und die Gene fir die Autolysin-Doméne
MurA und deren N-terminal verkirzte Variante MurA-Var2 wurden aus Hitzelysat von Listeria
monocytogenes EGDe (ProCC S1095) amplifiziert.

Die PCR-Produkte der Doméanen mit wildtypischem Linker wurden mit Ncol und BamHI
verdaut (3.2.4) und in pET14b ligiert (3.2.6). Die PCR-Produkte aller Domanen ohne eigenen
Linker wurden mit Ncol und Spel verdaut und in den modifizierten Vektor pET14b-linsyn
(3.2.11) kloniert. Eine Ausnahme war CBDO006, denn bei dieser Domane wurde der
synthetische Linker im Rahmen der Erstellung von pET14b-linsyn Uber PCR angeflgt
(3.2.11). Da fir das Listerien-Autolysin IspC keine geeignete Matrize gefunden wurde, wurde
ein synthetisches Gen mit optimierter Sequenz fur die Expression in E. coli verwendet
(Geneart AG, Regensburg). Das ispC-Gen wurde mit flankierenden Ncol und BamHI-
Schnittstellen synthetisiert, so dass nach Restriktionsverdau mit Ncol und BamHI die Ligation
in pET14b erfolgen konnte.

Nach Transformation von kompetenten HMS174(DE3)-Zellen (3.1.4) mit den entstandenen
Plasmiden wurden positive Klone mit Ampicillin-Resistenz selektiert. Klone, die Proteine der
erwarteten Proteingrof3e exprimierten (3.3.1), wurden sequenziert (3.2.10). Die Sequen-
zierung zeigte Aminosaureaustausche in den Domanen CBDB025 (L135P, 1215V, K250R,
A269T) und CBDO006 (R170K, V172I, Y196F), die aus Prophagen amplifiziert wurden. Bis auf
L135P in CBDBO025 handelt es sich um Austausche gegen Aminosauren mit &hnlichen

Eigenschaften und wurden belassen.

Zusatzlich wurden alle Doméanen samt Linker tiber Ncol/BamHI in den pQE60 Vektor kloniert
und dadurch mit C-terminalem His-tag markiert. Somit lagen samtliche Doméanen im T7 und

im T5-System vor und konnten auf Loslichkeit untersucht werden.



4 Ergebnisse 73

4.1.2.2 Loslichkeit der Doméanen

Alle Doménen wurden nach Klonierung und Expressionstest auf Loslichkeit im T5 (E. coli
M15) und T7-System (E. coli HMS174(DE3)) getestet (3.3.1). Abbildung 4.8 zeigt Beispiele
des Loslichkeitstests anhand von Cellosyl-CHis und EADP40-CHis im T5-System. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 4.4 zusammengefasst.

Cellosyl-CHis EADP40-CHis
(26,4 kDa) (26,2 kDa)

RT 30°C 37°C RT 30°C 37°C

PU P U P U P U P U P U
116- b =" 116- o BB f— -
6o BT = e R = =

R 45- = '
45- . = a5 = —_—
35- == & — TET - —_
o5 W - - Smm—— -
18-

18-

Abbildung 4.8: Beispiele zum Léslichkeitstest der Domé&nen bei Raumtemperatur (RT), 30 und
37°C in E. coli M15 (T5-System). Cellosyl-CHis wurde vorwiegend unldslich exprimiert und
EADP40-CHis war bei allen Temperaturen grof3tenteils l6slich. Der Protein-Standard ist in kDa
angegeben. P: Pellet, U: Uberstand. Die Proben wurden auf einem 15 %igen SDS-Gel analysiert.

Tabelle 4.4: Einschétzung der L6slichkeit der Doméanen.
+++: geschéatzt 80-100 % ldslich exprimiert

++: geschatzt 40-80 % l6slich exprimiert

+:  weniger als 40 % Ioslich exprimiert

: vorwiegend unléslich

n. a.: nicht auswertbar aufgrund zu geringer Expression.

Stamm HMS174(DE3) M15
T7-System T5-System
Domane RT ] 30°C|37°C| RT | 30°C | 37°C
CBD511 +++ ++ ++ ++ ++ ++
CBDP40 ++ ++ ++ ++ ++ +++
CBDP40L ++ ++ ++ ++ ++ ++
CBDP40nls ++ ++ ++ ++ +++ | +++
CBD500 +++ ++ ++ +++ | A+ |+
CBDBO025 +++ +++ +++ |+ |+ +
CBDP35 ++ ++ + +++ +++ ++
CBDO006 ++ ++ ++ +++ | A+ |+
EAD511 +++ +++ | +++ ++ +++ | +++
EADS500 ++ ++ ++ ++ +++ | +++
EADP40 +++ +++ +++ ++ ++ +++
EADP35 - - + - - -
EADBO054 ++ ++ + +++ - -
EADPSA +++ +++ +++ | +++ | +H+ +++
EADgp29 ++ Sl R I o B R
MurA +++ +++ +++ | +++ | +H+ +++
MurA-Var2 +++ +++ +++ | +++ | +++ +++
Cellosyl - - + - - _
Slel - - + - - -
IspC na | na |na |na]na | na
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Im Vergleich zeigten die Domé&nen unterschiedliche Anteile von l6slicher und unldslicher
Expression. Das Loslichkeitsverhalten war in den beiden getesteten Expressionssystemen
ahnlich, so dass beide Systeme fur das geplante Screening gleichwertig geeignet
erschienen. Als sehr schlecht 16slich stellten sich die Doméanen EADP35, Cellosyl und Slel
heraus, EADB054 zeigte vergleichsweise starke Temperaturabhangigkeit und war unldslich
im T5 System bei 30°C und 37°C.

Die Resultate der Loslichkeiten der Doméanen sollten keinen Einfluss auf die tatsachliche
Verwendung in vorgesehenen Genbanken dieser Arbeit haben. Die Kenntnisse Uber die
Eigenschaften der einzelnen Doménen sollten jedoch spater dabei helfen, Screening-
Ergebnisse zu interpretieren und dies gegebenenfalls fir die Erstellung weiterer Genbanken

mit dem Ziel der Domanen-Neukombination zu nutzen.

4.1.2.3 Funktionstestung der enzymatisch aktiven Domé&nen

Zur Funktionstestung der enzymatisch aktiven Domanen wurden sowohl die M15-Klone als
auch die HMS174(DE3)-Klone, welche Expressionsplasmide der Domé&nen tragen, auf
induzierenden Lysehofplatten mit hitzeinaktivierten Zellen von S1095 getupfelt (3.5.1). Somit
konnte die Aktivitat im T5- und im T7-System getestet werden. Alle Klone waren nach

mehrtéagiger Inkubation von einem Lysehof umgeben (Daten nicht gezeigt).

4.1.2.4 Funktionstestung der Zellbindedomanen

Reinigung der Zellbindedomé&nen

Fur die Testung auf Bindeaktivitat der Zellbindedomanen wurden die C-terminal Histidin-
markierten CBDs gereinigt. Wahrend der Reinigung UUber Nickel-NTA Agarose-
Chromatographie (3.3.3.4) wurden alle diese Proteine fast vollstandig abgebaut, weshalb sie
erneut schonend mit Proteaseinhibitor bei 4°C Uber Ni-NTA Sepharose-Partikel gereinigt
wurden (3.3.3.4). Dieses Verfahren kann im Gegensatz zur S&aulenchromatographie
einfacher gekihlt durchgefiihrt werden. In Abbildung 4.9 ist als Beispiel der Vergleich der
Reinigungen von CBDP40-CHis uber Ni-NTA Agarose-Saule und Ni-NTA Sepharose-Partikel

dargestellt. Im Anschluss an die Dialyse wurden die Proteine unmittelbar verwendet.
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Abbildung 4.9: Abbau von CBDP40-CHis wéahrend der Reinigung Uber Ni-NTA Agarose-Saule
bei Raumtemperatur (A) im Vergleich zu Reinigung Uber Ni-NTA Sepharose-Partikel bei 4° mit
Proteaseinhibitor (B). Die Hohe der Bande von CBDP40-CHis (16,1 kDa) korrelierte nicht mit dem

Proteinstandard. P: Pellet, A: Auftrag, D: Durchlauf, W: Waschschritte, E: Eluate. Der Standard ist in
kDa angegeben. Proben wurden auf einem 15 %igen SDS-Gel analysiert.

Test der Zellbindedoméanen auf Bindeaktivitat

Die Bindespezifitdten der verwendeten CBDs waren bekannt aus Schmelcher et al., 2010.
Da die Doméanen aber zum Teil mit anderen Domé&nengrenzen kloniert wurden (CBD511,
CBD500, CBDP35 und CBDO006) und alle CBDs zudem C-terminal mit der synthetischen
Linkersequenz fusioniert wurden, sollte die Funktionsfahigkeit Uberprift werden. Zuné&chst
wurde Listerienbindung im Zell-ELISA untersucht (3.5.9.1). Ein Schema zum Zell-ELISA ist in
Abbildung 4.10-A gezeigt. 96-Well-Platten Typ MaxiSorb wurden mit lebenden Listerien
verschiedener Serovare beschichtet und Zellbindung der C-terminal His-markierten CBDs
wurde in Verbindung mit His-Antikdrper-POD-Konjugat nachgewiesen. Fir jede CBD waren
im Test Listerien-Serovare vorhanden, die von der jeweiligen CBD gebunden werden
mussten.

Fiar CBD511, CBD500 und CBDP35 konnte in diesem Testformat eindeutig spezifische
Zellbindung nachgewiesen werden, die Ergebnisse mit Listeria monocytogenes
ProCC S1095 sv 1/2a, S1135 sv 3a und S776 sv 4b sowie Listeria innocua S1147 sv 6a sind
in Abbildung 4.10 dargestellt. Wie zu erwarten zeigte CBD511 Bindung an alle getesteten
Listerien und CBD500 erkannte S776 sv 4b und S1147 sv 6a. CBDP35 erkannte S1095
sv 1/2a und S1135 sv 3a, jedoch erwartungsgemal’ nicht S776 sv 4b und S1147 sv 6a.
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Abbildung 4.10: Schema des Zell-ELISA (A) und Bindeergebnisse der C-termnial His-markierten
Doméanen CBDP35 (B), CBD500 (C) und CBD511 (D) mit L. monocytogenes ProCC S1095
sv 1/2a, S1135 sv 3a, S776 sv 4b und L. innocua ProCC S1147 sv 6a. Die Durchfiihrung erfolgte in
Doppelbestimmung und die Daten wurden nach 30 min Inkubation mit Nachweisreagenz erfasst. Im
Schema sind Antikdrper schwarz, CBDs dunkelgrau, der His-tag ist als Sanduhr dargestellt, Listerien
sind hellgrau.

Bindung der CBDP40-Derivate an alle Serovare, der CBD006 an die eingesetzten Stamme
mit sv 1/2, 3 und 4a sowie die Bindung der CBDB025 an sv 4a, 5 und 6a konnte nicht
nachgewiesen werden, da in diesem Versuchsformat die Zellbindesignale nicht von den
Hintergrundwerten unterschieden werden konnten. Mit diesen CBDs wurde daher der
Sandwich-ELISA als weiteres Testformat durchgefuhrt (Schema in Abbildung 4.11, 3.5.9.2).
Hierzu wurden die His-markierten CBDs auf Nickel-beschichtete Platten gebunden und diese
mit lebenden Listerien verschiedener Serovare beschichtet. Uber N-terminal in vivo
biotinylierte CBD511 (JS-CBD511) der Hyglos GmbH und Strep-Tactin AP-Konjugat konnte
Bindung sichtbar gemacht werden. In diesem Versuchsformat konnte die Bindeaktivitat von
CBDBO025 bestatigt werden. In Abbildung 4.11 ist der Nachweis der Bindung an sv 4a sowie
sv 5 dargestellt. Fir CBD006, CBDP40, CBDP40nIs und CBDP40L konnte auch in diesem

Test keine Bindung gezeigt werden.
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Abbildung 4.11: Schema des Sandwich-ELISA (A) und Bindeergebnisse von C-His markierter
CBDBO025 (B). Verwendete Listerien: L. monocytogenes ProCC S1095 sv 1/2a, S1141 sv 4a,
L. ivanovii ProCC S857 sv 5 und L. innocua ProCC S1147 sv 6a. Die Durchfiihrung erfolgte in
Doppelbestimmung und die Daten wurden nach 60 min Inkubation mit Nachweisreagenz erfasst. Im
Schema sind Antikérper schwarz, Test-CBDs dunkelgrau, der His-tag ist als Sanduhr dargestellt,
Listerien sind hellgrau, JS-CBD511 ist grau, JS-tag ist als Fahnchen abgebildet, Ni:
Nickelbeschichtete Platte.

4.1.3 Vorbereitung der Genbank

4.1.3.1 Erstellung positionsspezifischer DNA-Fragmente

Alle Domanen wurden ohne Stop-Codon und mit denselben Sequenzen an den
Domanengrenzen (5 CCATGGCG: Ncol-Schnitttstelle und Alanin-Codon, 3° GGATCC:
BamHI-Schnittstelle) in pET14b bzw. pET14b-linsyn kloniert (4.1.2.1). An diesen Abschnitten
von Vektor und Insert, die bei allen Domanen gleich sind, annealen die positionsspezifischen
Primer (Abbildung 4.2) zur Amplifikation der Doméanenfragmente fir die anschlieenden
Ligations-Schritte.

Zunachst wurde die optimale Annealing-Temperatur fir die PCR (3.2.3.1) der jeweiligen
Domanenposition bestimmt (Abbildung 4.12). Als Matrize diente hierfur ein pET14b-Plasmid
mit einem 1302 bp groRRen Insert, welches Uber Ncol/BamHI kloniert war (Plasmid p2639).
Die besten Resultate beziglich unerwinschter Nebenbanden wurden mit 63,2°C far
Position 1, mit 64,8°C fir Position 2 und mit 51,1°C flir Position 3 erzielt. Tabelle 4.5 zeigt
eine Zusammenfassung Uber die verwendeten Primerpaare und die dadurch eingefiihrten
Schnittstellen sowie die ermittelte ideale Annealing-Temperatur fir die jeweiligen Positionen.
AnschlieRend wurden diese Parameter beibehalten, um mittels PCR flr alle Doméanen die
Amplifikationsprodukte fir Positionen 1 mit Biotin-Markierung sowie fir Position 2 und 3 zu
erzeugen. Als Matrizen dienten dafir jeweils die pET14b-klonierten Domanen (aus 4.1.2.1).
Die Fragmente wurden aus dem Agarose-Gel gereinigt (3.2.8), wodurch Nebenbanden und
Primer abgetrennt werden konnten. Hierbei war vor allem die Abtrennung der biotinylierten
Primer in Ansatzen flr Position 1 wichtig, damit diese spater nicht mit den biotinylierten PCR-
Produkten um die Bindung an Streptavidin beschichtete Partikel konkurrieren. Nach

Restriktionsverdau am 3’-Ende der Fragmente flr Position 1 und Restriktionsverdau am
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5’-Ende der Fragmente fur Positionen 2 und 3 (3.2.4) erfolgte die Konzentrationsbestimmung

Uber UV-Spektroskopie und anschlieRender Kontrolle Utber Agarose-Gelelektrophorese

(3.2.9).
Position 1 511 514 521 532 546 56,1 57,7 59,3 61,1 62,2 62,8 63.2°C
10,0 kb
1,5 kb
0,75 kb
0,25 kb
Position 2
50,1 50,5 51,4 52,8 545 56,4 58,4 60,4 62,6 64,0 64,8 653°C
Position 3

51,1 51,4 52,1 53,2 54,6 56,1 57,7 59,3 61,1 62,2 62,8 63,2°C
10,0 kb

1,5 kb-
0,75 kb

0,25 kb

Abbildung 4.12: Ermittlung der idealen Annealing-Temperatur fir die Amplifikation der
Fragmente fur Positionen 1, 2 und 3 mit den entsprechenden Primerpaaren. Als Matrize diente
das Plasmid pET14b p2639 mit einem 1302 bp groRem Insert. Die Analyse erfolgte auf einem 1,0 %

Agarose-Gel.

Tabelle 4.5: Primerpaare, eingefiihrte Restriktionsschnittstellen und optimale Annealing-

Temperatur fur die Fragment-Amplifikation verschiedener Doméanenpositionen.

Position 1 2 3
fw-Primer Bio-fw-Ncol-Lib | fw-Pstl-Lib fw-Sall-Lib
rw-Primer rw-Pstl-Lib rw-Sall-Lib rw-EcoRV-Lib
Restriktionsschnittstellen | Ncol, Pstl Pstl, Sall Sall, EcoRV
Annealing-Temperatur 63,2°C 64,8°C 51,1°C
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4.1.3.2 Bindung biotinylierter DNA-Fragmente an Streptavidin-Partikel

Zunachst wurden geeignete Bedingungen fir die Bindung von Biotin markierter DNA an
magnetische, Streptavidin beschichtete Partikel ermittelt (3.2.13). Hierzu wurden Partikel von
der MicroCoat GmbH (Bernried) und Dynabeads MyOne Streptavidin T1 (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe) sowie SSC- (150 mM NacCl) und BW-Puffer (1 M NaCl) getestet. Die Testungen
erfolgten mit einem biotinylierten DNA-Fragment mit 1,3 kb, da dies in etwa der Grol3e des
ersten Ligationsprodukt (aus Fragmenten fur Position 1 und 2) entspricht, welches spater bei
der Generierung der Genbank Uber Streptavidin-Partikel gebunden werden soll.

Als geeignete Bedingungen fur spétere Anséatze zeigte sich eine Partikel-Konzentration von
5 mg/ml und die Verwendung von BW-Puffer, dabei waren die Ergebnisse mit Partikeln von
Invitrogen und der MicroCoat GmbH vergleichbar (Daten nicht gezeigt) und im Folgenden
wurde mit Partikel von der MicroCoat GmbH gearbeitet.

Fiar die Ermittlung des bendtigten Verhéaltnisses von Streptavidin-Partikel zu biotinylierter
DNA wurden 10, 50 und 250 pg Streptavidin-Partikel mit jeweils 100 ng (0,11 pmol)
biotinylierter DNA inkubiert und die Fraktionen nach Ncol-Verdau Uber Agarose-
Gelelektrophorese analysiert (3.2.7). Der Ansatz mit 250 pg Partikel lieferte die hochste
Binde-Effizienz, so konnte bei 1 mg Streptavidin-Partikel mit einer Bindung von 0,66 pg bzw.

0,73 pmol DNA gerechnet werden (Daten nicht gezeigt).

Im Folgenden wurde untersucht wie sich nicht biotinylierte und biotinylierte DNA in
Gegenwart von Streptavidin-Partikeln verhalten. Hierzu wurden 75 pg magnetische,
Streptavidin beschichtete Partikel mit jeweils 0,0376 pmol biotinylierten DNA-Fragmenten
von 600 bp und 1,4 kb Grol3e sowie mit nicht biotinylierter DNA mit 800 bp inkubiert (3.2.13).
Nach einem Waschschritt wurden gebundene Fragmente Uber Restriktionsverdau von den
Partikeln entfernt.

Abbildung 4.13 zeigt das Agarose-Gel mit dem Uberstand nach Inkubation der Partikel mit
den Fragmenten (U1) sowie Uberstand (U2) und Partikel nach Restriktionsverdau mit Ncol.
Der Uberstand nach Bindung U1l enthielt samtliche nicht biotinylierte DNA aber auch
biotinylierte DNA, da die Bindekapazitat der Partikel vermutlich berschritten war (1 pmol
biotinylierte DNA auf 1 mg Partikel). Der Uberstand nach Restriktionsverdau enthielt nur
Banden der zuvor biotinylierten, an die Partikel gebundenen DNA. Die Fraktion der Partikel
enthielt keine DNA, was bedeutet, dass samtliche DNA von den Partikeln durch Restriktions-
verdau abgetrennt wurde. AuRerdem konnte keine unspezifische Interaktion zwischen nicht

biotinlyierter DNA und den Partikeln beobachtet werden.
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U1 U2 Partikel

Mit Biotin-tag —» 1.0 kb

it Biotin- 0,7 kb
Mit Biotin-tag — 0.5 kb

Abbildung 4.13: Analyse der Bindung von biotinylierter und nicht biotinylierter DNA an
Streptavidin-Partikel tiber Agarose-Gelelektrophorese. U1: Uberstand der Inkubation von Partikeln
mit DNA, U2: Uberstand nach Waschen und Restriktionsverdau mit Ncol, Partikel: Streptavidin-
Partikel nach Waschen und Restriktionsverdau. Biotinylierte DNA: 0,6 und 1,4 kb. Nicht biotinylierte
DNA: 800 bp. Die Analyse erfolgte auf einem 1,0 % Agarose-Gel.

4.1.4 Prinziptestung anhand 8 ausgewahlter Domanen

Anhand von 4 N-terminalen EADs und 4 C-terminalen CBDS sollte die Klonierungsstrategie
getestet werden. Hierbei konnten 16 verschiedene Konstrukte entstehen, diese sollten tber
Kolonie-PCR mit anschlie3endem Restriktionsverdau identifiziert und nachgewiesen werden.
Dafir wurden 8 Doméanen derart ausgewahlt, dass die codierenden DNA-Fragmente durch
unterschiedliche Fragmentgrof3en Uber Agarose-Gelelektrophorese voneinander unter-

schieden werden konnten.

4.1.4.1 Zufallige Ligation von 4 N-terminalen und C-terminalen Doméanen

Es wurden die vier EADs EAD511, EADPSA, EADP35 und EADP40 fir die Position 1 und
die vier CBDs CBD511, CBD500, CBD006 und CBDP4O0 fir die Position 2 zugelassen. Diese
CBDs haben unterschiedliche Bindungsspektren. Wie gezeigt werden konnte (4.1.2.4) waren
CBD511 und CBD500 funktionsfahig. CBD511 bindet alle Listerien-Serovare und CBD500
bindet sv 4, 5 und 6. Die Bindeaktivitaten von CBDP40 (wie auch von CBDP40nls und
CBDP40L) und von CBDO006 hingegen konnten nicht gezeigt werden (4.1.2.4), CBDP40
sollte jedoch an alle Serovare binden und CBDO006 an sv 1/2, 3 und 4a. Ergebnisse aus der
Prinziptestung sollten aufweisen, ob die klonierten Doméanen CBD006 und CBDP40 in dem
System doch funktionierten.

Die Generierung biotinylierter (Position 1) und nicht biotinylierter (Position 2) Amplifikate
erfolgte wie in 4.1.3.1 beschrieben. Die jeweils mit Pstl verdauten DNA-Fragmente wurden
im aquimolaren Mengen von jeweils 0,2 pmol vereinigt und ligiert. Nach DNA-Bindung an die
Streptavidin-Partikel im Verhaltnis 0,7 pmol DNA zu 1 mg Partikel folgten nacheinander
Restriktionsverdau mit Sall und Ncol, zwischen den jeweiligen Schritten wurde gewaschen
(analog zu 3.2.14).
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Die Analyse der Fraktionen tUber Agarose-Gelelektrophorese (3.2.7) zeigte, dass nach der
Ligation Fragmente mit den zu erwartenden GroRRen zwischen ca. 600 bp und 1,4 kb
vorlagen und diese durch Restriktionsverdau mit Ncol von den Partikeln abgetrennt werden

konnten (nicht gezeigt).

4.1.4.2 Transformation und Screening

Nach Inaktivierung des Restriktionsenzyms wurden die Ligationsprodukte tber Ncol- und
Sall-Schnittstellen in den Vektor pQE60-lib (3.2.12) ligiert (3.2.6). AnschlieRend wurden
damit ultrakompetente NEB Express I? E. coli transformiert (3.1.4). Zur Selektion von
Klonen, die aktive Varianten exprimierten, sollte auf induzierende Lysehofplatten mit
hitzeinaktivierten Listerien-Zellen plattiert werden. Positive Klone, die ein l6sliches und Iytisch
aktives Protein gegen die eingegossenen Listerien exprimieren, sollten dann von einem
Lysehof umgeben sein.

Es stellte sich allerdings heraus, dass gleichzeitiger Aufbau eines Selektionsdrucks utber
Ampicillin und Induktion der Proteinexpression das Koloniewachstum verhinderte. Daher war
es notig, zeitlich verzdgert zu induzieren. Geldst wurde dies durch Folienlyseplatten (3.5.2).
Diese bestehen aus 3 Schichten (Abbildung 4.14). Die untere Schicht enthalt LB-Agar mit
Selektionsantibiotikum sowie IPTG zur Induktion der Expression. Sie wird von der oberen
Schicht aus LB-Top-Agar mit hitzeinaktivierten Listerien eines Serovars und Ampicillin Gber
eine undurchlassige, durchsichtige Folie getrennt. Nachdem die Transformanden Kolonien
gebildet haben, wird die Folie mit einer sterilen Nadel perforiert, wodurch IPTG zu den
E. coli-Kolonien diffundieren kann. Weitere Inkubation fiihrt zur Lysehofbildung in der oberen

Agarschicht.

10 ml Top-Agar mit Ampicillin
und Listerien

Folie

5ml Agar mit IPTG und Ampicillin

Perforation
der Folie
E. coli Kolonie

Lysehof

Perforation

Abbildung 4.14: Schematische Darstellung der Folienlyseplatten. Die Folie ermdglicht verzdgerte
Induktion.

Abbildung 4.15 zeigt eine Folienlyseplatte mit Listeria innocua sv 6a (ProCC S1147) mit

Transformanden der 16 moglichen Varianten.
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Abbildung 4.15: Ein Teil der induzierten E. coli-Zellen bilden nach Plasmidtransformation und
Koloniewachstum Lysehofe. Die obere Schicht der Lysehofplatten enthielt hitzeinaktiverte Listerien
ProCC S1147 sv 6a.

4.1.4.3 Validierung

Es sollte untersucht werden, ob alle moéglichen Kombinationen gebildet wurden. Hierzu
wurden zunachst 88 Klone mit und ohne Lysehof gepickt und die Vektorinserts tber Kolonie-
PCR mit den Primern pQE-prom und pQE-term amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden
gereinigt (3.2.5) und mit Pstl verdaut (3.2.4). Da Pstl die Schnittstelle ist, Gber die die
Domanen miteinander ligiert wurden, wurden somit wieder die einzelnen Doméanenfragmente
generiert. Uber die GroRe der entstehenden Banden auf Agarose-Gelen konnten die
Domanen der Inserts bestimmt werden. Die Konstrukte wurden anschlie3end Giber domanen-
spezifische PCR bestéatigt. Auf diese Weise wurden 15 der 16 Varianten gefunden. Konstrukt
EADP40-CBD500 (B) wurde Uber Kolonie-PCR von weiteren 93 Klonen mit den Primern fw-
EADP40-lib und rw-CBD500-lib zweimal identifiziert. Insgesamt wurden also alle theoretisch
moglichen Varianten gefunden. In Abbildung 4.16 werden die moglichen Doméanen-
kombinationen mit den korrespondierenden Doméanengré3en aufgelistet und die Fragment-

muster der 16 identifizierten Varianten gezeigt.
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K L NP DEHM F G J O
0,8 bp
0,7 bp
0,6 bp
0,5 bp
0,4 bp
0,3 bp
Protein EAD bp CBD bp Protein EAD bp CBD bp
A EADP40 | 781 | CBD511 | 583 D EAD511 | 751 | CBD511 | 583
B EADP40 | 781 | CBD500 | 565 E EAD511 | 751 | CBD500 | 565
C EADP40 | 781 | CBDP40 | 496 H EAD511 | 751 | CBDP40 | 496
I EADP40 | 781 | CBD006 | 370 M EAD511 | 751 | CBDO006 | 370
K EADP35 | 556 | CBD511 | 583 F EADPSA | 652 | CBD511 | 583
L EADP35 | 556 | CBD500 | 565 G EADPSA | 652 | CBD500 | 565
N EADP35 | 556 | CBDP40 | 496 J EADPSA | 652 | CBDP40 | 496
P EADP35 | 556 | CBD006 | 370 O] EADPSA | 652 | CBDO006 | 370

Abbildung 4.16: Identifikation der Domé&nenkombinationen Utber Pstl-Verdau der Kolonie-PCR.
Gezeigt sind die Bandenmuster und Doménengrof3en der 16 verschiedenen, gefundenen Varianten.
Die Analyse erfolgte auf einem 1,5 %igen Agarose-Gel.

4.1.4.4 Expression und Funktionstestung

Um zu Uberprifen, ob wéhrend der Klonierung die beiden Doménen korrekt assembliert

wurden, wurde die Proteinexpression der 16 verschiedenen Klone untersucht (3.3.1). Wie

Abbildung 4.17 zeigt, wiesen alle Klone bei 37°C deutliche Proteinexpression mit dem zu

erwartenden Molekulargewicht auf.
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Abbildung 4.17: Expressionstest der 16 Varianten bei 37°C. Die Bezeichnungen A-P sind wie in
Abbildung 4.16. Der Protein-Standard ist in kDa angegeben. Die Analyse erfolgte auf einem 12 %igen

SDS-Gel.
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Danach wurde auf l6sliche Expression der 16 Proteine bei 30°C getestet (3.3.1). Tabelle 4.6
prasentiert eine Zusammenstellung der Analyse der loslichen Expression der Doméanen-
kombinationen bei 30°C (T5-System, E. coli NEB Express I°) im Vergleich zu den Einzel-
domanen (T5-System, E. coli M15, aus 4.1.2.2).

Tabelle 4.6: Losliche Expression der Domanenkombinationen im Vergleich zur I8slichen
Expression der einzelnen Doménen bei 30°C im T5-System. Die Domanenkombinationen wurden
in NEB Express I° und die einzelnen Doménen in M15 exprimiert.

+++ geschéatzt 80-100 % l6slich exprimiert (+) kaum I@slich exprimiert

++  geschétzt 40-80 % l6slich exprimiert - vorwiegend unléslich

+ weniger als 40 % loslich exprimiert
. Ldslichkeit Ldslichkeit

Variante EAD CBD VBT ) CBD

A EADP40 | CBD511 ++ ++ ++
B EADP40 | CBD500 ++ ++ +++
C EADP40 | CBDP40 ++ ++ ++
I EADP40 | CBD006 ++ ++ +++
K EADP35 | CBD511 (+) - ++
L EADP35 | CBD500 (+) - +++
N EADP35 | CBDP40 (+) - ++
P EADP35 | CBD006 - - +++
D EAD511 | CBD511 + +++ ++
E EAD511 | CBD500 ++ +++ +++
H EAD511 | CBDP40 + +++ ++
M EAD511 | CBDO06 ++ +++ +++
F EADPSA | CBD511 ++ +++ ++
G EADPSA | CBD500 ++ +++ +++
J EADPSA | CBDP40 ++ +++ ++
O EADPSA | CBD006 ++ +++ +++

Insgesamt blieb das Loéslichkeitsverhalten der einzelnen Doméanen in den Kombinationen
erhalten. Proteine mit EADP40, EAD511 und EADPSA wurden zumindest teilweise |6slich
exprimiert. Kandidaten mit EADP35 (K, L, N und P) wurden grof3tenteils schlecht Igslich
exprimiert, jedoch fiihrte das Anhangen einer gut loslichen CBD zu einer verbesserten
Loslichkeit des Konstrukts gegentiber der alleinigen EAD. Unléslichkeit einer einzelnen
Doméne ist somit kein Ausschlusskriterium und miusste zukinftig nicht zwingend vor der

Erstellung einer Genbank getestet werden.

Es folgte die Testung auf Funktionalitat. Hierzu wurden neben der Positivkontrolle Ply511 in
E. coli M15 die entsprechenden Klone von A-P auf induzierende Lysehofplatten mit
hitzeinaktiverten Zellen der Listerien ProCC S1095 sv 1/2a, S776 sv 4b und S1147 sv 6a
getupfelt (3.5.1). Nach Inkubation tiber Nacht bei 30°C konnten bereits Lysehdfe beobachtet
werden (Abbildung 4.18), die Lysehofbildung nach weiteren 10 h bei Raumtemperatur ist in
Tabelle 4.7 zusammengefasst. Der bendtigte Zeitraum und die nétige Inkubationstemperatur

zur Lysehofbildung war vermutlich abhangig von der Islichen Expression der Proteine. So
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traten die Lysehotfe der schlecht I6slich exprimierten Proteine K, L und P erst nach der

Inkubation bei Raumtemperatur auf.

Abbildung 4.18: Lysehofbildung der 16 Varianten nach Inkubation Uber Nacht. Getiipfelt wurden
Klone auf induzierende Platten mit hitzeinaktivierten Zellen von ProCC S1095 sv 1/2a (A), S776
sv 4b (B) und S1147 sv 6a (C). Die gut l6slichen Proteine mit aktiven CBDs zeigten bereits nach
Inkubation Gber Nacht bei 30°C Lysehoéfe. Schlecht I6slich exprimierte Varianten K, L und P zeigten
erst nach weiterer Inkubation bei Raumtemperatur Lysehdofe.

Die Fahigkeit zur Lysehofbildung auf einem bestimmten Serovar erfolgte in diesem Zeitraum
korrespondierend zu den Bindespektren der CBDs der Varianten (bezuglich dieser Testung:
CBD511: alle Serovare, CBD500: sv 4b, 6a, CBD006: sv 1/2a). Demnach war die derart
klonierte CBDOO6 hier aktiv, obwohl dies in den Bindetestungen nicht gezeigt werden konnte
(4.1.2.4). Die Tatsache, dass bei Variante | (EADP40-CBDO006) Lyse an sv 4b zu sehen warr,
ist moglicherweise auf sehr starke Expression von | und damit alleiniger Aktivitat der
EADP40 zurtickzufuhren.

Bei den Konstrukten mit CBDP40 (C, H, J und N) konnte erst nach weiterer Inkubation
Aufhellung im Agar beobachtet werden, die vermutlich allein auf die EAD-Aktivitat zuriick-
zufthren war. CBDP40 war demnach vermutlich nicht aktiv. Dies Uberrascht vor allem bei
Konstrukt C, welches sich vom Wildtyp-Protein PlyP40 lediglich durch 6 eingefihrte
Aminosauren zwischen Linkersequenz und der CBD fiur die Klonierung (GSLQMA) sowie
durch den C-terminalen synthetischen Linker unterschied. Die Nichtfunktionalitdt von
CBDP40 konnte entweder auf die N-terminale Verkirzung im Vergleich zu Schmelcher et al.
(2010) bzw. auf die Insertion der 6 Aminosauren oder auf den synthetischen Linker zurick-
zufihren sein. CBDP40 wurde daher im Weiteren nicht mehr verwendet, sondern die
Varianten CBDP40L und CBDP40nls.

Die Lysehofbildung der Positivkontrolle mit Ply511 konnte von der Lysehofbildung von
Variante D nicht unterschieden werden, welche die ligierten Domé&nen des Wildtyp-Proteins
Ply511 enthielt. Es zeichnete sich ab, dass die vorgenommenen Modifikationen auf einzelne
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Domanen einen negativen Einfluss haben kénnen, jedoch nicht pauschal. Somit sprach

nichts gegen die Anwendung der Methode auf eine gréfere Zahl von Domanen.

Tabelle 4.7: Zusammenfassung der ermittelten Lysespektren der 16 Varianten A-P im Vergleich
zu den Bindespezifitdten der CBDs. Bindespezifitditen der CBDs sind angegeben nach Schmelcher
et al. (2010). Die Proteine A-P sind nach CBDs sortiert. Anzahl an ,+“ gibt die GréRRe der Lysehdfe an,
bei ,(+)“ waren nur schwache Lysehdfe zu sehen. Grau: Lysehofe traten erst nach Inkubation bei
Raumtemperatur auf. Ply511: Expression von Ply511 in M15 als Positivkontrolle.

Bindespezifitdten der CBDs

CBD sv 1/2a | sv 4b sv 6a

CBDP40 + + +

CBD511 + + +

CBD500 + +

CBDO006 +
Variante | EAD CBD sv 1/2a | sv 4b sv 6a
Ply511 EAD511 CBD511 +++ +++ +++
C EADP40 CBDP40
N EADP35 CBDP40
H EAD511 CBDP40
J EADPSA | CBDP40
A EADP40 CBD511 ++ +++ +++
K EADP35 CBD511 + + (+)
D EAD511 CBD511 +++ +++ +++
F EADPSA | CBD511 + + +
B EADP40 CBD500 ++ ++
L EADP35 CBD500 + (+)
E EAD511 CBD500 + +
G EADPSA | CBD500 (+) (+)
I EADP40 CBDO006 ++ (+)
P EADP35 CBDO006 (+)
M EAD511 CBDO006 +
(0] EADPSA | CBD006 (+)

4.2 Generierung und Screening einer Genbank aus 19 zufallig
kombinierten Doméanen

Nach erfolgreicher Testung der Klonierungs- und Screening-Systeme sollten die Methoden
auf die Bildung von 2- und 3-Domanenproteine angewandt werden. Es wurden alle Domanen
aus Tabelle 4.3 verwendet bis auf CBDP40, die nicht funktionsfahig war. CBDP40L und
CBDP40nIs wurden eingesetzt, auch wenn ihre Bindeaktivitat nicht gezeigt werden konnte
(4.1.2.4). Mit diesen 19 Domanen ergeben sich fir 2-Doméanenproteine 361 mdgliche
Kombinationen, 168 davon mit jeweils einer EAD und einer CBD. Fur 3-Doméanenproteine
ergeben sich 6859 mdgliche Kombinationen, 4788 davon haben sowohl eine EAD als auch
eine CBD.



4 Ergebnisse 87

4.2.1 2-Doméanen Kombinationen

4.2.1.1 Ligation

Die erstellten ligierbaren Fragmente aus 4.1.3.1 der gewahlten 19 Domanen flr Position 1
und 2 wurden an der Ligationsgrenze mit Pstl verdaut. 0,06 pmol eines jeden Fragments
beider Positionen wurden miteinander vereinigt und ligiert. Nach Binden an 1,2 mg
Streptavidin-Partikel von der MicroCoat GmbH wurden gebundene Ligationsprodukte mit Sall
am 3’-Ende der Position 2 verdaut. Zwei Drittel dieses Ligations-Ansatzes wurden bei -20°C
gelagert fir die spatere Klonierung der 3-Domanen Proteine und ein Drittel wurde fir die
2-Domanen Proteine weiterverwendet. Ncol-Verdau trennte die DNA von den Partikeln und
nach Hitzeinaktivierung des Restriktionsenzyms erfolgte die Ligation in den pQEG60-lib-Vektor
Uber Ncol und Sall-Schnittstellen (3.2.14).

In ungeschnittenem pQEG6O-lib-Vektor liegt das Insert ply511 vor (3.2.12), so dass fur den
Fall der Transformation von ungeschnittenem Vektor diese Konstrukte im Screening

auftauchen.

4.2.1.2 Transformation und Initial-Screening

Im ersten Ansatz wurden ultrakompetente NEB Express |9 E. coli Zellen mit den generierten
Plasmiden transformiert (3.1.4). Es wurden zwei Transformationen mit derselben DNA
durchgefuihrt. Plattierung erfolgte auf Folienlyseplatten mit hitzeinaktivierten Zellen von
L. innocua ProCC S1147 sv 6a (3.5.2). Dieser Ansatz wird im Folgenden als 1147-Ansatz
bezeichnet. Es waren 1057 Klone gewachsen, dies entspricht dem 2,9fachem der mdéglichen
361 Varianten.

In einem weiteren Ansatz sollte untersucht werden, ob die Wahl des Stammes bzw. Serovars
im Initial-Screening das spatere Ergebnis aus dem Spezifitats-Screening beeinflusst. Dazu
wurden in einem weiteren Ansatz kompetente E. coli M15 Zellen mit den Plasmiden
transformiert (3.1.4). Es wurde eine Transformation mit der selben DNA wie im 1147-Ansatz
durchgefuhrt und auf Folienlyseplatten pH 6 mit hitzeinaktivierten Zellen von L. mono-
cytogenes ProCC S1095 sv 1/2a plattiert. Dieser Ansatz wird im Folgenden als 1095-Ansatz
bezeichnet. Es waren 1320 Klone gewachsen, dies entspricht dem 3,6fachem der mdéglichen
361 Varianten.

Im initialen Screening auf Aktivitdt wurden die Platten nach Induktion der Proteinexpression
zunachst 6 h lang bei 30°C bebritet und nach weiterer Inkubation Uber Nacht bei
Raumtemperatur bei 4°C gelagert und immer wieder auf Lysehofbildung Uberpruft. Dabei
wurden von beiden Ansatzen alle Klone gepickt, die nach Induktion von einem Lysehof

umgeben waren, dies waren im 1147-Ansatz 49 Klone und im 1095-Ansatz 43 Klone.
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4.2.1.3 Spezifitats-Screening

Danach wurde auf Spezifitdt getestet. Hierzu wurden alle aktiven Varianten auf Lyse der
Listerien ProCC S1095 sv 1/2a, S776 sv 4b, S1135 sv 3a, und S1147 sv 6a durch Tupfeln
der Klone auf Lysehofplatten getestet (3.5.1). Die Bebritung erfolgte zunéchst tiber Nacht
bei 30°C und nach weiterer Inkubation bei Raumtemperatur fir ca. 10 h wurden die Platten
bei 4°C gelagert und weiterhin beobachtet.

Klone des 1147-Ansatzes wurden parallel auf Lysehofplatten mit pH 7 und pH 6 getipfelt,
um zu untersuchen, ob sich die Ergebnisse der beiden pH-Werte unterscheiden. Spéatere
Screening-Schritte sollten mdglichst bei pH 6 durchgefuhrt werden, um den Bedingungen in
vielen Lebensmitteln nahe zu kommen. Da die resultierenden Lysehofbildungen in beiden
Fallen vergleichbar waren, wurden die Klone des 1095-Ansatzes nur auf Platten mit pH 6
getestet.

24 Kandidaten des 1147-Ansatzes und 23 Kandidaten des 1095-Ansatzes zeigten ein breites
Lysespektrum, d. h. bis auf wenige Ausnahmen wurden auf allen getesteten Listerien-

stammen Lysehofe gebildet.

4.2.1.4 Auswertung

Zur Analyse der lytisch aktiven Doméanenkombinationen wurden die Plasmide aus den
gepickten Klonen aus dem Initial-Screening des 1147-Ansatzes isoliert (3.2.1) und die
Inserts mit Hilfe der Primer pQE-prom und pQE-term sequenziert (3.2.10). Tabelle 4.8 zeigt
das Ergebnis der Sequenzierung der 49 gepickten Varianten mit Lyseschemata, Anzahl der
mehrfach gefundenen Sequenzen sowie dem zeitlichen Auftreten der Lysehdfe im Initial-
Screening der Folienlyseplatte.

Insgesamt wurden 21 verschiedene Domdanenkombinationen gefunden, davon 12 breit
lysierende Konstrukte, darunter auch die Variante L1b (CBDB025-EADP40), bei der es sich
wahrscheinlich um ein falsch-positives Ergebnis handelt, da CBD025 keinen der getesteten
Serovare binden kann. Mdglichweise wurde hier ein Lysehof der falschen Kolonie
zugeordnet. Der Klon Al beruht auf ungeschnittenem Vektor (pQE60-lib-ply511) und wurde
nicht weiter einbezogen.

Die Analyse der Sequenzen ergab, dass einige Klone in héherer Zahl gefunden wurden als
sie statistisch auftreten sollten. So gab es beispielsweise 7 Klone mit N-terminaler CBD500
und C-terminaler EADP35, wobei nur dreimal so viele Klone betrachtet wurden, wie mégliche
Kombinationen der Doméanen existieren. Zudem trat CBD500 auffallend haufig an
N-terminaler Position auf, was auch auf zu hohe Mengen an CBD500 fir Position 1 wahrend

der Erstellung der Genbank zurtickgefuhrt werden kdnnte.
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Es liel sich beobachten, dass Varianten mit identischer Sequenz ein vergleichbares
Lysehofschema und zeitliches Auftreten der Lysehdfe im Initial-Screening zeigten (Daten
nicht gezeigt). Das zeitliche Auftreten der Lysehdfe schien dabei mit den Ldslichkeiten der
einzelnen Domanen zu korrelieren. So wurde beispielsweise bei Varianten mit EADP35,
welche als Einzeldomane wenig l6slich exprimiert wurde (Tabelle 4.4), erst nach langerer

Inkubation ein Lysehof sichtbar.

Tabelle 4.8: Ergebnis des Initial- und Spezifitats-Screenings der 49 gepickten Varianten des
1147-Ansatzes. Fur jede Domanenkombination ist die Anzahl identischer Kandidaten, die zeitliche
Bewertung der Lysehofbildung im Initial-Screening (1: Hof nach Induktion bei 3 h 30°C oder bereits
vor Induktion; 2: Hof nach Induktion bei 6 h 30°C; 3: Hof nach weiterer Inkubation UN bei RT; 4: Hof
nach anschlieRender Lagerung bei 4°C. Bei mehreren Treffern mit selbiger Sequenz wurden die
Werte gemittelt) sowie die Lysehofbildung bei pH 7 angegeben. Die Anzahl an ,+“ gibt die GroéRe der
Lysehofe an, bei ,(+)* waren nur schwache Lysehdfe zu sehen.

Initial-Screening | Lysehofbildung bei pH7 Sequenzierung
— — N
© c c
=] = < © o o
= = 3] TR WiTe} ~ = =
1Y |2 [89|28|es|38]| 3 3
Y | < N Doloalbalnal & g
Kandidaten mit breitem Lyse-Spektrum
Y1 1 2 ++++ +++ ++++ ++++
Al 1 1 +++ +++ ++ +++
N1 1 1 ++ +++ ++ ++
J1 2 1 + + + +
M2 1 2 (+) + (+) (+)
K1 1 1 ++ +++ + ++ |EADP40 |CBD511
Q3 1 4 + + (+) (+) JCBD511 |JEADP40
M1 3 1 +++ +++ ++ +++ |EAD500 |CBD511
T1 3 1 e+t |+t +++ +++ |CBD511 |EADS00
J8 5 4 (+) + (+) (+) JEADP35 |CBD511
J10 2 3 ++ ++ ++ ++ |CBD511 |EADP35
J3 2 2 (+) (+) (+) ++ JMurAVar2 |CBD511
L1b 1 1 + + (+) (+) JCBDB025 |JEADP40
Kandidaten mit partiellem Lyse-Spektrum
S2 1 3 +++ +++
J2a 3 2 + + JCBD500
D1 5 3 (+) (+) JCBD500
A2 1 1 CBD500
N2 1 3 ++ ++ JEAD500 |CBD500
J2b 1 1 ++ + JCBD500 |EAD500
J7 7 4 + + JCBD500 |EADP35
D3 4 3 + (+) CBD006
J5 2 3 CBD006
Spezifitat EAD Bindespezifitaten der CBDs
(putativ) CBD sv ¥%a |sv 4b |sv 6a
CBD511 + + +
L-Ala-D-Glu-Peptidase CBDP40 + + +
D-Glu-meso-DAP-Peptidase CBD500 + +
Lysozym CBD006 +
Glucosaminidase CBDB025

Da viele der gefundenen Kombinationen einer bestimmten EAD und einer bestimmten CBD
sowohl mit N- als auch mit C-terminaler CBD vorlagen, hatte die Reihenfolge dieser
Domanen auf die gefundene Lyseaktivitdt der 2-Domanen Varianten weniger Auswirkung.

Jedoch beeinflusste die Reihenfolge vermutlich die Léslichkeit der Gesamtkonstrukte und
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folglich auch die GroRRe der Lysehofe, denn Varianten mit N-terminaler, unléslicher EADP35
und C-terminaler CBD511 bildeten kleinere Lysehdfe als Varianten mit N-terminaler CBD511
und C-terminaler EADP35.

Diese Abschéatzungen der Ldslichkeiten der Konstrukte sollten fir die Auswahl von
Kandidaten fur das weitere Screening keinen Einfluss haben, sondern als Orientierung fur
die Auswertung spaterer Screening-Ergebnisse dienen. Deshalb wurden zeitliches Auftreten

und GrolR3e der Lysehofe in der 3-Doménen Genbank nicht mehr gewertet.

Des Weiteren entsprach die Fahigkeit zur Lysehofbildung auf verschiedenen Serovaren den
Bindespektren der korrespondierenden CBDs. Im Hinblick auf breit lysierende 2-Domé&nen
Proteine war zu erwarten, dass eine der drei eingesetzten Breitspektrum-CBDs, ndmlich
CBD511 oder eine der CBDP40-Varianten, in diesen Konstrukten enthalten waren. Wie die
Sequenzierung zeigte, besalien diese Konstrukte in den meisten Fallen CBD511 und nur
eine Variante enthielt CBDP40L. Die Analyse der Daten zeigte zudem, dass die Positiv-
kontrolle, ndmlich N-terminale EAD511 mit C-terminaler CBD511, die dem breit lysierendem
Wildtyp-Endolysin Ply511 entspricht, im Konstrukt Y1 gefunden wurde. Das Produkt aus
EADP40 mit einer CBDP40-Variante wirde hinsichtlich der Domanenkombination dem
Wildtyp-Protein PlyP40 entsprechen, wurde jedoch im Screening nicht gefunden.

Bezlglich der serovarspezifisch lysierenden Proteine sollte das Picken von Varianten mit
CBD500 im Vergleich zu CBDP35, CBD006 und CBDB025 beglinstigt sein, da das Initial-
Screening auf Listerien ProCC S1147 mit Serovar 6a erfolgte und CBD500 die einzige der
CBDs mit partiellem Bindespektrum ist, die an ProCC S1147 sv 6a bindet. Es wurden
allerdings auch 6 Konstrukte mit CBD006 gepickt. CBD006 bindet an sv 1/2a und 3a, was
mit den Ergebnissen des nachfolgenden Screenings auf Spezifitat tbereinstimmt. Vermutlich
waren diese Varianten sehr gut exprimiert und tauchten daher im Initial-Screening auf.

Die beiden Konstrukte CBDO0O06-EADPSA (J5) und die Variante CBD500-EADB054 (A2)
verursachten unter diesen Bedingungen nach dem Initial-Screening keine Lysehofbildung
mehr. Dies war nicht auf fehlende Proteinexpression zuriickzufiihren, da alle 49 Klone
deutlich Expression mit der zu erwartenden ProteingrofRe besalRen (Daten nicht gezeigt).
Hier kommt genauso wie bei L1b eine falsche Zuordnung von Lysehdfen als Erklarung in

Frage.

Die Auswertung des Spezifitats-Screenings des 1095-Ansatzes sollte zeigen, ob das
Screening auf einem anderen Listerien-Serovar zu einem unterschiedlichen Ergebnis der
Zusammensetzung der Proteinvarianten fuhrt, insbesondere im Hinblick auf die enthaltenen
CBDs.
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Um nicht alle Klone sequenzieren zu muissen, wurden sie mittels Kolonie-PCR mit
doméanenspezifischen Primerpaaren systematisch auf die enthaltenen Domanen tberprift.
Die 23 Kandidaten mit breitem Lysespektrum besaf3en alle Konstrukte aus CBD511, die mit
den selben EADs wie auch im 1147-Ansatz fusioniert war, jedoch konnte im 1095-Ansatz
zusatzlich die Variante EADPSA-CBD511 nachgewiesen werden. Somit war in diesem
Screening kein einziger Klon mit einer CBDP40-Variante enthalten.

Die Analyse der Varianten mit partiellem Lysespektrum aus dem 1095-Ansatz zeigte, dass in
diesen nur die Zellbindedomanen CBD006 und CBDP35 enthalten waren, welche den im

Initial-Screening verwendeten Stamm S1095 sv 1/2a binden kdnnen.

Insgesamt wurden somit beim Initial-Screening auf sv 6a mit ProCC S1147 die hier
bindenden CBDs CBD511, CBDP40L und CBD500 neben den nicht bindenden CBDB025
und CBDO006 gepickt. Beim Initial-Screening auf sv 1/2a mit ProCC S1095 fanden sich nur
bindende CBDs: CBD511, CBDP35 und CBD006. Somit beeinflusste der im Initial-Screening
verwendete Listerienstamm lediglich die Haufung serovarspezifischer CBDs innerhalb der
gepickten Konstrukte. Beziglich breiter Varianten innerhalb der anfanglich gepickten Klone
lieferten beide Ansétze vergleichbare Ergebnisse und beide Stamme waren fur das Initial-
Screening geeignet.

Abgesehen vom Konstrukt CBDB025-EADP40 des 1147-Ansatzes fihrte der jeweils ange-

schlossene Spezifitats-Screening ausschlief3lich zu Kandidaten mit breit bindender CBD.

In Tabelle 7.2 im Anhang findet sich eine Zusammenstellung der positiven Kandidaten des

Spezfitiats-Screenings zusammen mit den Screening-Ergebnissen.

4.2.1.5 Validierung

Um die Vielfalt der Klonierungsprodukte zu zeigen, missten unabhéngig von der Lysehof-
Bildung Klone sequenziert und ausgewertet werden. Aus zeitlichen Grinden wurden
stattdessen nach der Analyse der positiven Kandidaten weitere, ohne Lysehdfe betrachtet.
Hierzu wurden 15 Klone des 1147-Ansatzes und 15 Klone des 1095-Ansatzes ohne
Lysehofbildung gepickt und ihre Inserts sequenziert (3.2.10). Tabelle 4.9 gibt eine

Zusammenfassung der Ergebnisse der Validierungsklone.

Insgesamt zeigte sich eine hohere Vielfalt der Dom&nenkombinationen in den Validierungs-
klonen als bei den positiv gescreenten Kandidaten. So fanden sich auch Ligationsprodukte
aus 2 EADs oder 2 CBDs. Zudem enthielten die Validierungsklone keine Haufungen und nur
ein Protein (CBD500-MurA) wurde zweimal gepickt. Es gab keine Domane, die weder bei

den gescreenten 2-Doméanen Proteinen noch bei den Validierungsklonen gefunden wurde.
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Tabelle 4.9: Vorkommende Doméanenkombinationen in den Validierungs-Klonen. Nicht enthalten
sind die beiden Validierungs-Klone mit Fremd-DNA.

N
w
=
o
=
N
N
=
o
=
=
o
w

Summe 0 2 5 0 2 2

C-Terminus

Slel
Cellosyl
EADBO054
EADPSA
EAD511
EAD500
EADP40
EADGp29
CBDO006
CBD025
CBD511
CBD500
CBDP35
CBDP40nls

Summe|N-Terminus
Slel
Cellosyl
MurA
MurA-Var2 1
IspC
EADP35 1 111 1
EADBO054
EADPSA
EAD511 1 1
EAD500 1 1
EADP40 1
EADGp29 1 1 1
CBD006 1
CBD025 1 1
CBD511
CBD500 2 1 1
CBDP35
CBDP40nls 1
CBDP40L 1 1

—‘|MurA
IMurA-VarZ
=|ispC
—~JEADP35
—ICBDP40L

N

NP O DONRE WENNOONORLRORD

Zwei Klone des 1147-Ansatzes enthielten Ligationsprodukte aus einer N-terminalen Domane
und C-terminaler DNA, die nicht zur Genbank gehdrte. Sequenzhomologien lieRen darauf
schlieRen, dass diese Verunreinigungen von Restriktionsfragmenten des pREP4-Plasmids
stammen. Diese sind mdglicherweise beim Verdau von Plasmidpraparationen des pQE60-
lib-Vektors aus E. coli M15 entstanden und konnten nicht abgereinigt werden.

Validierungsklone aus dem 1095-Ansatz enthielten Varianten, die theoretisch auf S1147
sv 6a Lysehofe bilden hatten kénnen, wie beispielsweise CBD500-EADP40, und umgekehrt
waren Validierungsklone des 1147-Ansatz enthalten, die mdglicherweise auf S1095 sv 1/2a

Aktivitat gezeigt hatten.

4.2.2 3-Doméanen Kombinationen

4.2.2.1 Ligation

Fir die Konstruktion der 3-Domanen Proteine diente als Ausgangsmaterial die Halfte der
restlichen zwei Drittel des Ligationsansatzes der 2-Domanen-Proteine (4.2.1.1). Hier waren
Domanen-Fragmente fur Position 1 und 2 bereits Uber Pstl aneinanderligiert und Gber Biotin
an die Streptavidin-Partikel gebunden. Der 3’-Terminus der Position 2-Fragmente war
verdaut. Rein rechnerisch lagen 0,02 pmol je Doméane je Position (1 und 2) im Ansatz vor.

DNA fiir die Position 3 (am 5-Terminus Sall-verdaut) wurde im 10fachen Uberschuss zuge-
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geben und anligiert. An Partikel gebundene Ligationsprodukte wurden mit EcoRV am 3’-
Ende der Position 3 verdaut. Ncol-Verdau trennte die DNA von den magnetischen Partikeln
und nach Hitzeinaktivierung des Restriktionsenzyms erfolgte die Ligation in den pQEG0-lib-
Vektor uber Ncol und EcoRV-Schnittstellen (3.2.14).

4.2.2.2 Transformation und Initial-Screening

Kompetente E. coli M15-Zellen (3.1.3) wurden mit den Plasmiden transformiert (3.1.4) und
auf Folienlyseplatten pH 6 (3.5.2) mit hitzeinaktivierten Zellen von ProCC S1095 sv 1/2a
plattiert. Es wurden 15497 Klone analysiert, dies entspricht einem 2,25fachem der méglichen
6859 Varianten. Um diese Anzahl an Klonen zu erreichen, musste 20-mal transformiert
werden, dabei wurde fir die Ligationen immer dieselbe Insert-DNA verwendet.

Im initialen Screening auf Aktivitat gegen Listeria monocytogenes S1095 sv 1/2a wurden die
induzierten Platten analog zur Vorgehensweise wie bei den 2-Domanen Proteinen zunachst
bei 30°C und danach bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend bei 4°C gelagert.
Insgesamt zeigten 1041 Klone Lysehofbildung, dies entspricht 6,7 % der analysierten Klone

mit 3-Doméanen Proteinen.

4.2.2.3 Spezifitats-Screening

Danach wurde auf Spezifitdt getestet. Hierzu wurden alle Klone mit aktiven Varianten auf
Lyseplatten mit pH 6 mit Listerien ProCC S1095 sv 1/2a, S776 sv 4b, S1135 sv 3a, und
S1147 sv 6a getupfelt (3.5.1). Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 30°C und nach weiteren
10 h bei Raumtemperatur wurden die Platten bei 4°C gelagert und weiterhin auf
Lysehofbildung analysiert. 538 Kandidaten zeigten zumindest auf 3 der 4 Serovare Lysehdfe.
Bereits bei den 2-Doméanen Proteinen war bei der Sequenzierung ein Konstrukt gefunden
worden, bei dem es sich um ungeschnittenen Vektor mit dem Insert ply511 handelte. Klone
mit ungeschnittenem Vektor liefern auf allen Serovaren Lysehéfe und um diese von den
aktiven 3-Domanen Proteinen unterscheiden zu kdnnen, wurden alle breit lysierenden
3-Doméanen Proteine im Expressionstest bei 30°C analysiert (3.3.1). Eine Abgrenzung zu
Ply511 ist moéglich, da Ply511 mit einer GréRe von 36,5 kDa exprimiert wird, funktionelle
3-Domanenproteine mit breiter Serovarspezifitat haben mindestens 50 kDa. Varianten mit
einem Molekulargewicht von 36,5 kDA wurden aussortiert. Insgesamt enthielten 286 der 538
breit lysierenden Kandidaten ungeschnittenen Vektor, dies entspricht 1,85 % der plattierten
Klone und es verblieben 252 3-Domanen Proteine fur weitere Analysen.

Die Zahl der Klone mit ungeschnittenem Vektor war Uberraschend hoch und die
Identifizierung dieser Klone trug deutlich zur Bearbeitung des Spezifitats-Screenings bei,

jedoch war dies eine wichtige Information Uber die tatsachliche Grofie der Genbank.
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Zukunftig sollte daher zur Abschatzung der Klone mit ungeschnittenem Vektor ein Marker
wie beispielsweise B-Galactosidase verwendet werden, wodurch X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-
Indoxyl-B-D-Galactopyranosid) in den Agar-Platten umgesetzt wird und diese Klone durch
Blaufarbung kennzeichnet.

Allerdings konnten durch den Expressionstest auch Doppelklone mit mehreren Expressions-
banden identifiziert werden, die anschlieBend vereinzelt und zur ldentifizierung von den

enthaltenen breit lysierenden Varianten erneut auf Lysespektrum untersucht wurden.

4.2.2.4 Auswertung

Zur Gewinnung von Kenntnis Uber funktionelle 3-Domanen Proteine wurden alle 252 Klone
sequenziert (3.2.10). 22 der Sequenzen waren trotz wiederholter Sequenzierung nicht
lesbar. Innerhalb der verbleibenden 230 Varianten fanden sich 157 verschiedene Varianten.
Darunter waren 5 ohne CBD und 23 mit nur einer serovarspezifische CBD enthalten
(CBD006, CBD500 oder CBDP35). Warum diese Varianten durch das Spezifitats-Screening
nicht ausgeschlossen wurden, kann an dieser Stelle nicht eindeutig erkart werden.
Mdglicherweise waren sie bei den verwendeten Screening-Temperaturen sehr stark 18slich
oder sehr gut exprimiert, so dass die Lysehdfe allein auf den EADs beruhten. Es konnte
jedoch zumindest bei dem 1147-Ansatz der 2-Domanen Proteine gezeigt werden, dass 25
Treffer des Initial-Screenings mit serovarspezifischer CBD durch das Spezifitats-Screening
aussortiert wurden.

Demnach fanden sich 129 unterschiedliche Sequenzen mit einer theoretisch breiten
Zellbindefahigkeit (CBD511, CBDP40-Variante, Kombination CBD500-CBDP35 oder
CBDO006-CBD500). Tabelle 4.10 gibt einen Uberblick tber die Zusammensetzung des
Sequenzierergebnisses und Tabelle 7.2 im Anhang beinhaltet eine Auflistung der

redundanzfreien Klone.

Tabelle 4.10: Zusammensetzung des Sequenzierergebnisses der 230 sequenzierbaren Klone.

Auswertung Mit Redundanz | Ohne Redundanz
Anzahl auswertbarer Sequenzierungen 230 157
—ohne CBD 5 5
— serovarspezifische CBD 28 23
— breite CBD(-Kombination) 197 129

Da bei den 5 Varianten ohne CBD und den 23 verschiedenen Kandidaten mit einer CBD, die
nur bestimmte Serovare bindet, nicht ausgeschlossen werden kann, dass es sich um falsch
Positive handelt, wurden sie vorsorglich fur die nachfolgende statistische Auswertung nicht

mit einbezogen, um diese nicht zu verfalschen.
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Analyse der Redundanz innerhalb der restlichen 197 Sequenzen ergab, dass 2 Kandidaten
finfmal, 2 Kandidaten viermal, 12 Kandidaten dreimal und 30 Kandidaten zweimal auftraten,
die restlichen 83 waren Einzelsequenzen.

Alle eingesetzten Doméanen wurden in diesen 129 Konstrukten gefunden, doch gab es nicht
jede Doméane an jeder Position. Es fehlten Kandidaten mit EADB054 und IspC am
N-Terminus, CBDB025, Cellosyl und IspC in der Mittelposition sowie CBDP35 am
C-Terminus. Allerdings war in den 23 bzw. 5 Klonen mit serovarspezifischer bzw. ohne Zell-
bindedomé&ne CBDP35 am C-Terminus 4-mal und Cellosyl in der Mitte 2-mal zu finden.
Abbildung 4.19 stellt die Haufigkeit und Position (N-terminal, mittig oder C-terminal) der 19
eingesetzten Domé&nen in den 129 Varianten dar.

Rein statistisch sollte jede Doméane in 129 Proteinen 20,4-mal vorkommen. CBD511 und
CBDP40nls sowie EADP40, EAD500 und EAD511 sind damit deutlich tberrepréasentiert.
CBDP40L, MurA-Var2 und EADPSA sind entsprechend der zu erwartenden Haufigkeit

vertreten. Alle anderen Domanen sind in den gescreenten Kombinationen unterreprasentiert.

90
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Abbildung 4.19: Haufigkeit und Position der Domé&nen in den Klonen ohne Redundanz. Die
gestrichelte Linie zeigt die statistische Haufigkeit einer Doméne in 129 3-Doménen Proteinen von
20,4-mal an.

Wie Abbildung 4.20 zeigt, schien es unter Betrachtung der gesamten EADs und CBDs
zunéchst eine Praferenz dahingehend zu geben, dass EADs vermehrt am N-Terminus und
CBDs vermehrt am C-Terminus standen. Dies wirde bis auf EADgp29, Slel und Cellosyl der
natirlichen Anordnung entsprechen. Wurden jedoch die Domanen des Wildtyp-Endolysins
PlyP40 exkludiert, waren die Haufigkeiten von EADs und CBDs an den drei Positionen in

etwa vergleichbar. Somit war hauptsachlich fir EADP40 ein deutlich erhohtes Vorkommen
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am N-Terminus und fur die CBDP40-Varianten ein bevorzugtes Vorkommen am C-Terminus

Zu verzeichnen.

B N-Terminal
O Mittig
& C-Terminal

Haufigkeit in %

Alle Doménen Ohne PlyP40-Doménen

Domaéanen

Abbildung 4.20: Allgemeine Haufigkeit der EADs und CBDs an den Positionen N-Terminus,
Mitte und C-Terminus mit und ohne PlyP40-Domaéanen.

Dieser Umstand fuhrte zur genaueren Betrachtung der Kandidaten, die sowohl EAD als auch
CBD des Wildtyp-Proteins von PlyP40 beinhalteten und auch von den Kandidaten mit
gleichzeitig EAD und CBD von Ply511.

Die Proteine mit EADP40 und CBDP40nls bzw. CBDP40L wurden hierfliir gemeinsam
analysiert, obwohl CBDP40nls deutlich haufiger in den gescreenten Proteinen gefunden
wurde als CBDP40L. Da jedoch beide CBDP40-Varianten als alleinige CBDs vorkamen,
schienen beide funktionell zu sein. Somit ergaben sich 25 verschiedene PlyP40-Varianten,
darunter befanden sich zwei Kandidaten mit zweimal EADP40 und ein Protein mit zwei
CBDP40-Varianten. Unter den 23 Varianten von Ply511 gab es keine mit einer weiteren
EADP511 oder CBD511. In beiden Féllen schien keine bestimmte Doméane bevorzugt als
dritte Domane aufzutreten, und es fanden sich keine Kombinationen mit EADP35, MurA und
Cellosyl, die aber insgesamt selten auftraten.

Die Anordnung der Ply511-Doménen war dabei relativ gleichmafig auf alle drei Positionen
verteilt mit einer geringen Tendenz der EAD511 zu N-Terminus und Mitte sowie der CBD511
zu Mitte und C-Terminus (Abbildung 4.21-B). Zusétzliche CBDs traten nur N- und C-terminal
aber nicht mittig auf, wohingegen weitere EADs an allen Positionen zu finden waren (Daten
nicht dargestellt).

Bei den PlyP40-Varianten verhielt es sich anders. So waren hier zwar zusatzliche EADs
auch an allen drei Positionen zu finden, CBDs als dritte Doméne befanden sich jedoch
entweder mittig oder C-terminal (Daten nicht dargestellt). Zudem wurde die ungleich verteilte
Anordnung der PlyP40-Doméanen auch hier sehr deutlich, so war EADP40 zu 70 % am
N-Terminus und die Varianten der CBDP40 zu 65 % am C-Terminus zu finden (Abbildung
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4.21-A), wodurch sich die bereits beobachtete Tendenz bei der Betrachtung aller Doméanen

bestéatigte.

30

Anzahl
Anzahl

Domaéne

Abbildung 4.21: Position von EADP40 und CBDP40L bzw. CBDP40nls in den PlyP40-Varianten
mit 3 Domanen (A) sowie von EAD511 und CBD511 in Ply511-Varianten mit 3 Doméanen (B). Zu
(A): Zwei Konstrukte enthielten zweimal EADP40 und ein Protein enthielt eine zwei CBDP40-
Varianten. Schwarz: N-terminal, weif3: mittig, schraffiert: C-terminal.

Des Weiteren wurden nicht nur die Domanen-Haufigkeiten und -Positionen sondern auch
deren Kombinationen untereinander untersucht. Hierfir ist in Tabelle 4.11 dargestellt, wie oft
zwei Domaéanen innerhalb der 3-Domé&nen Proteine gemeinsam vorkamen. In einem
3-Doméanenprotein X-Y-Z gibt es beispielsweise drei verschiedene Datenpunkte: X+Y, X+Z
und Y+Z.

Die Doméanen CBD511 (rot) und EADP40 (hellblau) wurden mit jeder anderen Doméne
zumindest einmal gefunden. EAD511 (gelb), EAD500 (griin) und CBDP40-Varianten
(dunkelblau) waren mit fast allen Domanen kombiniert. Besonders haufig waren die
Kombinationen von EAD500 mit CBD511 (31-mal), EADP40 mit CBDP40-Varianten (12-mal
mit CBDP40L, 16-mal mit CBDP40nls), EADP40 mit CBD511 (26-mal), EAD511 mit CBD511
(23-mal), MurA-Var2 mit CBD511 (13-mal) und EAD511 mit CBDP40nls (12-mal). Darunter
waren somit auch die zu erwartenden Doméanen-Kombinationen der breiten Wiltyp-Proteine
Ply511 (EAD511 mit CBD511) und PlyP40 (EADP40 mit CBDP40-Varianten) zu finden. Das
bedeutet, dass die jeweils dritte Domane die Funktion der Wildtyp-Kombinationen nicht
deutlich verschlechterte. Die Haufigste Kombination von EADs war EADP40, ein putatives
Lysozym, mit EAD500, eine Peptidase.

Es wurden genau zwei Kandidaten mit einer Kombination von zwei sich im Bindespektrum
erganzenden, serovarspezifischen CBDs gefunden, die keine CBD511 und keine CBDP40-
Variante enthielten. Dies waren EcoFR10 mit CBD500-CBDP35-Cellosyl und EcoV3 mit
EADPSA-CBD006-CBD500.
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Tabelle 4.11: Anzahl der Kombinationen zweier Doménen innerhalb der 3-Doméanenproteine.
Haufige Kombinationen wurden fett markiert. Als Berechnungsgrundlage dienten die 129 redundanz-
freien, gescreenten Varianten mit breiter CBD(-Kombination).
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4.2.3 Screening auf gewilinschte Eigenschaften

Im weiterfihrenden Screening wurden die redundanzfreien Klone der 2- und der 3-Doménen
Proteine gemeinsam analysiert. Verwendet wurden von den 2-Domanen Proteinen zum
einen EADPSA-CBD511 aus den 16 Varianten der Prinziptestung (Konstrukt F, 4.1.4.3) und
die 12 verschiedenen, gescreenten Kandidaten mit breit bindenden CBDs des 1147-
Ansatzes unter Ausschluss von Al, welches ungeschnittenen Vektor enthielt (4.2.1.4). Von
den 3-Doméanen Proteinen wurden die 129 Varianten mit breiter CBD (bzw. CBD-
Kombination), die 23 mit serovarspezifischer CBD sowie die 5 Enzyme ohne CBD
untersucht. Hier sollte geklart werden, ob es sich tatsachlich um falsch positive Kandidaten
handelt und wenn ja, ob diese im weiterfihrenden Screening ausgeschlossen werden
kénnen. Als Referenzen wurden Klone getestet, die die breiten Wildtyp-Proteine Ply511 und
PlyP40 exprimierten. Die Screeningschritte sollten mdgliche Parameter testen, die beim
Einsatz in der Lebensmittelherstellung relevant sein kénnen. Sie stellen keine starre Abfolge
dar, sondern koénnen je nach Anwendungsziel variiert und stringenter bewertet werden.
Deshalb wurden die ersten Schritte nicht nacheinander, sondern parallel mit allen
Kandidaten aus dem Spezifitdts-Screening durchgefihrt.

Zunachst wurde die Aktivitat bei aciden pH-Werten untersucht, da die meisten Lebensmittel
saure pH-Werte haben sowie auf Aktivitdt in Gegenwart von EDTA, welches zweiwertige

lonen komplexiert und dadurch Enzyme wie Proteasen inaktiviert, die ionische Cofaktoren
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besitzen. Aus diesem Grund wird EDTA in bestimmten Lebensmitteln zur Konservierung und
zur Verhinderung von Geschmacks-, Farb- und Texturverdnderungen eingesetzt. Die
zugelassenen Hochstgrenzen variieren bei verschiedenen Lebensmitteln. Innerhalb der USA
erlaubt die Food and Drug Administration beispielsweise bis zu 800 ppm (FDA Food Additive
Regulation 21 CFR 172.120 und 21 CFR 172.135), was einer Konzentration von 2,7 mmol
entspricht, in der Europaischen Union liegt die maximale Dosis mit 0,86 mmol niedriger
(ZZulV. Anlage 4 (zu § 5 Abs. 1 und § 7) Begrenzt zugelassene Zusatzstoffe).

Die Reaktionsgeschwindigkeit bei pH 6 diente hier als Vergleichswert. Mit den Varianten mit
den besten Ergebnissen sollte das Screening fortgesetzt werden, wobei der Schwerpunkt auf
Aktivitat in saurem pH gelegt werden sollte, da dies in den meisten Lebensmitteln und somit
fur die spatere Anwendung am meisten von Bedeutung ist. Nach Testung auf Listerien-
Inhibition in Wachstumsmedium sollten Kandidaten fur anschlieRende Proteinreinigung- und
Charakterisierung ausgewahlt werden. Abbildung 4.22 gibt einen Uberblick iiber die

folgenden Screening-Schritte.
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Abbildung 4.22: Schema zum folgenden Screening-Verlauf der 2- und 3-Doméanen Proteine. Ab
Screening auf gewiinschte Eigenschaften (blau) wurden die 2- und 3-Domé&nen Proteine parallel
analysiert. Die Zahlenwerte umfassen 2- und 3-Domé&nen Proteine, als Grundlage der 2-Doméanen
Proteine diente der 1147-Ansatz.
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4.2.3.1 Aktivitat im Flussiglysetest

Im Flussiglysetest sollte die Aktivitdt der Kandidaten bei saurem pH und in Gegenwart von
EDTA bestimmt werden.

Die Durchfiihrung erfolgte Uber Bestimmung der OD-Abnahme von hitzeinaktivierten Zellen
von S1095 sv 1/2a (3.1.6) mit Uberstand von induziertem E. coli-Aufschluss der Kandidaten
(3.5.3), wodurch die Geschwindigkeit der OD-Abnahme stark von der Expression und
Laslichkeit der Proteine abhangig war. Um diese Daten trotzdem interpretieren zu kdnnen,
wurde zunachst ein Flussiglysetest bei pH 6 durchgefihrt und die erhaltenen Mess-
ergebnisse wurden als Vergleichswert zu den OD-Abnahmen bei den nachsten Screening-
Schritten verwendet. Fiur eine Bewertung der einzelnen Screening-Schritte fihrte die
Messung bei pH 6 somit nicht zum Ausschluss von Kandidaten. Trotzdem wurden diejenigen
Kandidaten, bei denen schnelle OD-Abnahme beobachtet werden konnte, bestimmt und
Kandidaten, die im Folgenden zusatzlich Toleranz von geringeren Mengen an EDTA
aufwiesen, wurden weiterverwendet. Als schnelle OD-Abnahme wurde bezeichnet, wenn das
Verhaltnis von der Steigung der OD-Abnahme von Zellaufschluss mit Ply511 zu der Steigung
der OD-Abnahme von Zellaufschluss mit der Variante zwischen 0,4 und 1 lag. Tabelle 7.2
zeigt die Ergebnisse fir alle getesteten Proteine.

Bei insgesamt 12 Varianten war in 1,5 h keine messbare OD-Abnahme zu verzeichnen
(EcoFP8, EcoFL27, EcoGC10, EcoX2, EcoK8, EcoO2, EcoFQ9, EcoGB20, EcoR3, EcoGRS,
EcoGT7, EcoFN11) und die Erstellung neuer Zellaufschlisse und Wiederholung der Testung
mit 6 dieser Kandidaten zeigten wieder dasselbe Ergebnis. Diese Proteine wurden
vermutlich nur auRerst gering l6slich exprimiert, und kénnen somit nicht Uber dieses
Testformat weiter gescreent werden. Bei den restlichen 158 Kandidaten war durchaus eine
OD-Abnahme zu beobachten und die Verwendung der Zellaufschluss-Uberstande fiir
Flissiglysetestungen war dadurch mdglich.

Nach dem oben genannten Kriterium wurden davon 36 Varianten als ,schnell” bewertet.
Neben dem Wildtyp-Protein PlyP40 waren das funf der 13 eingesetzten 2-Doméanen Proteine
(Y1, N1, K1, Q3 und M1) und 31 der 157 getesteten 3-Domanen Proteine, 5 davon mit
alleiniger serovarspezifischer CBDs (CBD006 bzw. CBDP35 in EcoGY 10, EcoGA7, EcoGX7,
EcoGB9, EcoFN1), welche jedoch den Teststamm S1095 sv 1/2a binden koénnen.
Kandidaten ohne CBD oder mit alleiniger CBD500 (bindet an sv 4, 5, 6) waren nicht
enthalten. Zukunftig koénnte dieser Test auf mehrere Serovare erweitert werden, um
gegebenenfalls unerwlinschte Varianten auszuschlieRen. Von den 31 verschiedenen 3-
Doméanen Proteinen hatten nur 2 eine Doppel-CBD (EcoGE1 und EcoX1).

Es konnten anhand der hier aufgelisteten Kandidaten keine einheitlichen Prinzipien
abgeleitet werden und eine Interpretation der Resultate ist durch die Abhangigkeit der

Testung von der Proteinexpression und -l6slichkeit nicht sinnvoll. Allerdings konnte die
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Tatsache, dass unter diesen Kandidaten keine der 5 Varianten ohne CBDs gefunden
wurden, weniger mit zu geringer Ldslichkeit dieser Proteine zusammenhangen, sondern eher
damit, dass bei der Testung auf OD-Abnahme im Flissiglysetest im Gegensatz zum Platten-
lysetest die Aktivitdt der Zellbindedoméne starker ins Gewicht fallt. Denn im Plattenlysetest
sind die Zellen im Agar fixiert und bereits eine hohe Konzentration an EADs allein fuihrt nach
ausreichender Inkubationsdauer zur Lysehofbildung. Im Flissigen wird die CBD zur
Annéherung der EAD ans Substrat benétigt. Durch die Flissiglysetestung bei pH 6 wurde
daher auf tatsachliche Funktionalitat der CBDs und eine geeignete Verknipfung mit den
EADs getestet.

4.2.3.2 Aktivitat bei saurem pH

Unabhéngig von den Ergebnissen der Lysegeschwindigkeiten bei pH 6 wurden alle 170
Kandidaten aus dem Spezifitats-Screening (4.2.1.3, 4.2.2.3) auf Lyse bei acidem pH getestet
(3.5.3). Zum Vergleich dienten Klone mit den Wildtyp-Proteinen Ply511 und PlyP40. Es
wurden dieselben Aufschluss-Uberstande wie zur Messung der OD-Abnahme bei pH 6
verwendet (4.2.3.1) und in Puffer mit pH 5 und hitzeinaktivierten Zellen von S1095 sv 1/2a
gemessen. Proteine, die bei pH 5 eine vergleichbare Lyse wie bei pH 6 zeigten (Verhaltnis
OD-Abnahme pH 6 zu pH 5 von 0,4-1), wurden als aktiv bei pH 5 bewertet. Diese
Kandidaten wurden anschlieRend mit demselben Aufschluss-Uberstand bei pH 45
vermessen und analog ausgewertet.

Abbildung 4.23 stellt Beispiele von Messergebnissen dar. Aufgefiihrt sind die Resultate der
Zellaufschlisse mit den Wildtyp-Proteinen PlyP40 und Ply511, der Nullkontrolle sowie der
positiv gescreenten Kandidaten EcoAAl1 und EcoGP4. Die OD-Abnahme durch den Zellauf-
schluss von EcoAAl verlief zwar deutlich langsamer als bei den Wildtyp-Proteinen, die
Steigung blieb jedoch bei beiden pH-Werten gleich. Die Abnahme der Steigung bei EcoGP4
von pH 6 zu pH 4,5 entsprach genau dem zugelassenen Grenzwert flir positive Varianten
von 0,4. Bei PlyP40 war die Anfangsgeschwindigkeit bei pH 4,5 im Vergleich zu pH 6
schneller, was mit dem spéater bestimmten pH-Optimum von 4,5 von PlyP40 Ubereinstimmt
(4.3.2.2), im linearen Bereich unterschieden sich die Geschwindigkeiten nicht mehr. Das pH-
Optimum von Ply511 liegt in etwa bei 8, die Lysegeschwindigkeit von Ply511 nahm wie
erwartet von pH 6 zu pH 4,5 deutlich ab.
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Abbildung 4.23: Beispiele zu Abnahme der OD von hitzeinaktiverten Zellen von S1095 sv 1/2a
in Puffer pH 6 im Vergleich zu Puffer von pH 4,5. Getestete Konstrukte: Ply511, PlyP40, EcoAAl
und EcoGP4. (A): Ply511 (ganze Linie) und Nullkontrolle (gestrichelt), (B): PlyP40, (C): EcoAAl, (D):
EcoGP4. Schwarz: pH 4,5, grau: pH 6.

Tabelle 4.12 zeigt die 22 bei pH 4,5 und 5 aktiven Kandidaten. Neben dem Vergleichsprotein
PlyP40 behielten 1 der 13 untersuchten 2-Doméne Proteine (K1), 3 Proteine mit alleiniger
serovarspezifischer CBD (EcoGP8, EcoGA7 und EcoGY10) sowie 18 Proteine mit breiter
CBD bzw. CBD-Kombination der getesteten 157 3-Doménen Proteine bei acidem pH
vergleichsweise hohe Aktivitat. Uber die Halfte der Kandidaten hatten zwei CBDs, in den
sequenzierten Klonen ohne Redundanz hatte hingegen nur jedes dritte Protein eine Doppel-
CBD. Ein Vertreter ohne CBD war nicht enthalten.

Bis auf 3 Proteine (EcoL4, EcoFR10 und EcoGS17) hatten alle positiven Kandidaten
EADP40 allein oder mit einer weiteren EAD kombiniert. Nicht vertreten waren innerhalb der
EADs EADBO054, EADgp29, IspC, MurA und Slel.
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Tabelle 4.12: Kandidaten mit vergleichbarer OD-Abnahme bei saurem pH wie bei pH 6 im
Flussiglysetest (Verhaltnis 0,4-1). +: gute Aktivitat bis pH 5; ++: gute Aktivitat bis pH 4,5. Wildtyp-
Proteine sind grau markiert.

Kandidat | Position 1| Position 2 | Position 3 |pH 4,5/5 Spezifitat EAD
EcoGM12 |EADP40 CBDP40L  |CBDP40nls + (putativ)
EcoGA7 |EADP40 CBDP35 +

EcoGS17 |MurA-Var2 |CBD511 EADP35 + L-Ala-D-Glu-Peptidase
Ecol4 CBD006 CBD511 ++ D-Glu-meso-DAP-Peptidase
EcoGP8 |CBD006 EADP40 CBDP35 ++ Lysozym
EcoFR10 |CBD500 CBDP35 Cellosyl ++ Glucosaminidase
EcoFQ7 CBD511 CBDP35 EADP40 ++

EcoGD16 |CBDP35 CBD511 EADP40 ++ Bindung CBD
EcoAA3e |CBDP40nis |CBDP35 EADP40 ++ alle Serovare
EcoGP4 |EAD500 EADP40  |CBD511 ++ bestimmte Serovare

Ecowl |EADP40 |cBDOo06  |cBDP4OL ++
EcoFP1 |EADP40  |cBDo06  |cBDP4onis | 4+
EcoGY10 |EADP40 |cBpoos  |ERBECAENN -

EcoGT9 |EADP40 CBD511 CBDO006 ++
EcoAAl |EADP40 CBD511 CBDP40nis ++
EcoGU3 |EADP40 CBD511 EAD500 ++
EcoGQ6 |EADP40 CBD511 EADP35 ++
EcoFS6 EADP40 CBD511 EADP40 ++
K1 EADP40 CBD511 ++
PlyP40 EADP40 CBDP40 ++
EcoFS14 |EADP40 CBDP40L  |CBD511 ++
EcoFS8 EADP40 CBDP40nis |CBD006 ++
EcoGT3  |EADP40 EADP40 CBD511 ++

4.2.3.3 Aktivitat in Gegenwart von EDTA

Ein weiteres Kriterium war die Toleranz gegentber EDTA. Fir diese Bestimmung wurden
ebenfalls alle redundanzfreien 170 Varianten und die beiden Wildtyp-Proteine Ply511 und
PlyP40 verwendet. Frische Aliquots der Zellaufschluss-Uberstande aus Messung bei pH 6
(4.2.3.1) wurden mit 10 mM EDTA fur 1 h bei 4°C inkubiert und anschlieBend im
Flussiglysetest (3.5.3) auf OD-Abnahme von hitzeinaktivierten Zellen von S1095 sv 1/2a in
Puffer mit 10 mM EDTA analysiert. Von Varianten, die eine Steigung der OD-Abnahme von
0,4 bis 1 im Vergleich zur Messung bei pH 6 zeigten, wurden anschlielRend weitere Aliquots
mit 50 mM EDTA und mit 150 mM EDTA inkubiert und in Puffer mit 50 bzw. 150 mM EDTA
die OD-Abnahme gemessen.

Tabelle 4.13 zeigt die Domé&nenkombinationen mit hoher Restaktivitat nach Inkubation mit
10, 50 bzw. 150 mM EDTA. Hochste EDTA-Toleranz besal3en neben dem Wildtyp-Protein
PlyP40 15 der 157 3-Domanen Proteine, 3 davon mit einer CBD mit begrenztem Serovar-
spektrum (EcoGP8, EcoGA7 und EcoGY10). Von den 13 2-Domanen Proteinen war keines
vertreten. Alle Varianten mit der hochsten EDTA-Toleranz bis auf EcoFR10 (Cellosyl und
zwei CBDs) hatten EADP40 an einer der drei Positionen. 10 hatten eine Doppel-CBD, dies

entspricht 66,6 % der hier positiven Kandidaten.
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Tabelle 4.13: Beste Klone im Screening auf Toleranz gegen EDTA. EDTA: Toleranz von maximal
10, 50 bzw. 150 mM EDTA. Wildtyp-Proteine sind grau markiert.

Kandidat | Position 1] Position 2| Position 3] EDTA Kandidat | Position 1| Position 2| Position 3| EDTA
EcoFJ4  |CBD511 |CBD500  |EAD500 10 Q3 CBD511  |EADP40 50
EcoV1 CBD511  |EAD500  |EADgp29 10 EcoO5a |cBDB025 |EADP40  |CBD511 50
EcoGC3 |CBD511 EADP40 EAD500 10 EcoFL5  |Cellosyl CBD511 EADP40 50
EcoGW11 lcBD511 _EADSOO 10 EcoGH1 |EAD500 CBD511 EADP40 50
EcoFA7 CBDP35 CBDP35 EAD500 10 EcoAH3 EAD500 EADP40 CBDP40nls 50
EcoAs10 |cBDP3s |EADS00  |cBDs11 10 EcoFL11 [EADgp29 |EMBESANNNCBDP40nis [ 50
EcoGO5 |cBDP40oL |cBD511  |EAD500 10 EcoFN6  |EADP35  |CBD511  |EAD500 50
EcoGN1 |EAD500 |cBD006 |CBD511 10 EcoFN5  |EADP35 — |EADP40  |CBD511 50
EcoA1l EAD500 CBD511 CBD500 10 EcoAAl EADP40 CBD511 CBDP40nls 50
EcoN6 EAD500 CBD511 Cellosyl 10 EcoAS9 EADP40 CBD511 Cellosy! 50
EcoGO11 |EAD500  |cBD511 10 EcoFQl |EADP40  |cBD511  |EEDSENEN 50
to | [emcoe feomo fcoosn - Ghgpas ] o
E,,ClOEZl Eﬁgggg ggggﬂ 18 EcoFR9 |EADP40 |cBD511  |MurA-Var2 | 50
Ecol4 EADS00  [cBDP4o-L |MurAvar2 | 10 K1 EADP40  |CBDS11 0
EcoAR5 |EAD500  |EADS00|cBDP4onis | 10 EcoGF2  JEADP40  |CBDP4OL 1CBDS00 0
EcocP4 |EaDsoo. Ieaprao  lcmpsit 10 EcoGM2 |EADP40  |cBDP40nis |EAD500 50
ECOAK2 coosyy  [EEEEEG 10 EcoGD4 |EADP40  |EAD500"'|cBDP40nis | 50
EcoGX3 STl coos11 10 EcoGT3 |EADP40 |EADP40  |CBDS511 50
EcoGC17 |EADP35  |cBD511 |cBDP40nis | 10 BcorS16  J =l CBDPA0L | 50
Ecowl |EADP40 |cBD006  |cBDP40L 10 BcoGOL - | RO CBD511 50

EcoHA4 |EADP40  |MurA-var2 |cBDP4OL 50
EcoGU3 |EADP40 |cBDs511  |EADS500 10
EcoKo EADP4o  |EaDsoo lcmoait 0 EcoGC6 |EADP40  |MurA-Var2 |cBDP4onis | 50
EcaGelo |EaDPao 10 J3 MurAVar2 |CBD511 50
Ecorss  |EaDPa0 10 EcoGS17 |MurA-var2 |cBD511  |EADP35 50
Ecocxis |EaDPao 10 EcoAQ8 |MurA-var2 |cBDP40-L |EADP40 50
A EADPAO 0 EcornN2  |SIETFADPA0  |CBDP40nis | 50

EcoGP8 |CBD0O06 |EADP40  |CBDP35 150
EcoGB9  MurA 10 EcoFR10 |cBD500 |cBDP35  [Cellosyl 150
EcoFN14 - [MurA 10 EcoFQ7 |cBD511 |cBDP35  |EADP40 150
EcoGB16 |MurA-Var2 10 EcoGD16 |cBDP35 |cBD511  |EADP40 150
EcoGY22 |MurA-Var2 10 EcoAA3e |cBDP4onis |cBDP35  |EADP40 150
EcoAS4  MurA-Var2 10 EcoFP1 |EADP40  |cBDO06  |CBDP4Onis | 150
EcoFA3  |MurA-Var2 10 EcoGY10 |EADP40 |cBDoos |EEDESEEE| 150
EcoCE2  |MurA-Var2 10 EcoGT9 |EADP40 |[cBD511  |CBDOO6 150
EcoGQS5  |MurA-Var2 10 EcoFBic |EADP40 |cBD511  |ispC 150
EcoGS9  |MurA-Var2 10 PlyP40 EADP40  |CBDP40 150
EcoGP5  [MurA-Var2 10 EcoFS14 |EADP40 |cBDP40L |cBD511 150
EcoCM3  |MurA-Var2 10 EcoGM12 |EADP40 |cBDP40L |CBDP40nls | 150
EcoFL8  |MurA-Var2 10 EcoFs8 |EADP40  |cBDP4onis |CBDO006 150
EcoAB4  |MurA-Var2 10 EcoGA7 |EADP40 CBDP35 150
EcoFM17 10 EcoAls  |EADP40 CBDP40L 150

EcoGS14 |MurA-var2 |EADP40  |cBDP4onis | 150

Sperzifitat EAD Bindung CBD
(putativ) alle Serovare
bestimmte Serovare

L-Ala-D-Glu-Peptidase
D-Glu-meso-DAP-Peptidase
Lysozym
Glucosaminidase

Zusatzlich fanden sich unter den Proteinen mit Toleranzgrenze von 50 mM EDTA 3 der 13
2-Domanen Proteine (Q3, K1 und J3) und 25 3-Doméanen Proteine. Davon hatten 24 eine
EADP40 allein oder in Kombination mit einer weiteren EAD. Enzyme ohne EADP40
enthielten MurA-Var2, EADP35, EAD500, EADgp29 und EADPSA. Nur 3 Kandidaten hatten
2 CBDs.

Toleranz gegen maximal 10 mM EDTA zeigten weitere 41 Kandidaten, darunter 1
2-Doménen Protein (M1). In diesen Enzymen waren alle EADs bis auf IspC zu finden. 9 der
Varianten hatten eine Doppel-CBD. Ohne zweite EAD kamen vor: EADP40, MurA-Var2,
EAD500 und EADP35. 4 Proteine besalRen gar keine CBD (EcoFN14, EcoGP8, EcoFM17
und EcoFL38).

Es gilt allerdings zu erwahnen, dass bei sehr ahnlichen Dom&nenkombinationen unter-
schiedliche EDTA-Toleranzen gemessen wurden. So zeigte Ecowl (EADP40-CBDO006-
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CBDP40L) nur Aktivitdt mit hochstens 10 mM EDTA im Puffer, EcoFP1 (EADP40-CBDO006-
CBDP40nls) hingegen sogar in Gegenwart von 150 mM EDTA. Weitere Beispiele hierfur
waren EcoAAl (EADP40-CBD511-CBDP40nls) und EcoFS14 (EADP40-CBDP40L-
CBD511), EcoGC6 (EADP40-MurA-Var2-CBDP40nls) und EcoGS14 (MurA-Var2-EADP40-
CBDP40nls) sowie EcoO3 (EADPSA-CBDP40L-EADP40) mit EcoAl8 (EADP40-EADPSA-
CBDP40L). Dies ist vermutlich auf strukturelle Unterschiede zurtickzufiihren, die zu einer

Schwachung der Bindung des zweiwertigen lons fuhren kdnnten.

4.2.3.4 Fahigkeit zur Inhibition von Listerienwachstum

Zur weiteren Einschrdnkung der Kandidaten wurde auf Inhibition von Listerienwachstum
getestet (3.5.8). Hierzu wurden lebende Listerien von ProCC S1095 sv 1/2a und ProCC
S776 sv 4b in Wachstumsmedium bei pH 6 mit sterilfiltrierten, induzierten Zellaufschluss-
Uberstanden bei 30°C inkubiert und Zellwachstum durch OD-Bestimmung nach 24, 48 und
72 h analysiert. Dieser Test kommt den Anspriichen an das Protein in der spateren
Anwendung am nachsten. Die meisten Lebensmittel sind anfanglich nur sehr gering
kontaminiert, doch durch die Fahigkeit der Listerien, sich auch unter gekihlten Bedingungen
zu vermehren, kommt es im Laufe der Lagerung zu einer kritischen Menge. Deshalb wurden
alle bis hierher als positiv bewerteten Varianten zusatzlich in diesem Test eingesetzt.
Verwendet wurden alle Kandidaten, die bei acidem pH und in Gegenwart von 150 mM EDTA
gute Lyseaktivitat zeigten. Kandidaten, die bei 10 bzw. 50 mM EDTA noch gute Restaktivitat
besalRen, wurden dann ausgewd&hlt, wenn sie zusatzlich bei pH 6 Lysegeschwindigkeit wie
Ply511 gezeigt hatten.

Es ergaben sich hieraus 39 Testungen, darunter 3 2-Domé&nen Proteine, 4 3-Domé&nen
Proteine mit serovarspezifischer CBD sowie 32 3-Domé&nen Proteine mit breiter CBD
(-Kombination). Als Kontrollen dienten die Klone, die Ply511 und PlyP40 exprimierten, sowie
Zellaufschluss von E. coli M15 ohne Plasmid.

Tabelle 4.14 zeigt die Ergebnisse und die Doménenkombinationen der jeweiligen Kandidaten
sowie die Resultate des vorangegangenen Screenings in Flussiglysetests.

Da die Potenz eines Lysins, Listerienwachstum zu inhibieren, unter anderem von der
eingesetzten Proteinkonzentration abhdngt, wurde der Anteil der Kandidaten im Zellauf-
schluss-Uberstand quantifiziert. Dafiir wurden von allen Zellaufschliissen Pellet und Uber-
stand auf SDS-Gelen analysiert und nach der Menge an loslichem Protein im Uberstand
bewertet. So zeigten beispielsweise Ply511 und PlyP40 hohe Mengen an l6slichem Protein
im Uberstand, bei EcoFBlc hingegen war kaum eine Proteinbande im Uberstand zu
erkennen und bei EcoGP4 war im Uberstand Proteinabbau zu sehen.

Die Testung auf Wachstumsinhibition erfolgte in einer Doppelbestimmung. In Grenzféllen,

bei denen einer von zwei Ansatzen bewachsen war, wurde dies als positive Wachstums-
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inhibition gewertet. Insgesamt besalRen 23 Varianten demnach zumindest fir 24 h bei einem
getesteten Listerien-Serovar die Fahigkeit zur Unterdrickung von Wachstum, wobei
Wachstum von S1095 sv 1/2a von einer grof3eren Anzahl an Kandidaten gehemmt werden
konnte als von S776 sv 4b. Bei 15 Kandidaten wurde allerdings keine Inhibition von
Listerienwachstum beobachtet, denn diese wiesen wie die Ansatze ohne Protein bereits
nach 24 h eine Tribung auf. Diese Varianten zeigten unterschiedlich hohe Mengen an

rekombinant exprimiertem Protein im Zellaufschluss-Uberstand (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 4.14: Inhibition des Listerien-Wachstums der ausgewahlten Klone nach 24, 48 und 72 h.
0: E. coli ohne Expressions-Plasmid. Wildtyp-Endolysine sind grau markiert. Eingesetzt wurden je Test
ca. 10 Zellen von L. monocytogenes ProCC S1095 sv 1/2a bzw. S776 sv 4b. Zellwachstum (graue
Schattierung) wurde Uber Doppelbestimmung gemessen, 1/2: 1 von 2 Ansétzen zeigt Zellwachstum.
L: Bewertung der Proteinmenge im Zellaufschluss-Uberstand von 0-4 (0: keine losliche Fraktion, 1-4:
aufsteigende Mengen an l6éslichem Protein), a: mit Abbaubanden. Daneben sind die Ergebnisse aus
den Flussiglysetests, leere Felder: in diesem Test als negativ bewertet; pH 4,5/5 (++, +: Lyseaktivitat
bis pH 4,5 bzw. pH 5), Toleranz von EDTA (150, 50, 10: Lyseaktivitat in Gegenwart von maximal 150,
50 bzw. 10 mM EDTA) und Aktivitdt bei pH 6 (+: Vergleichbare OD-Abnahme wie bei Ply511-
exprimierendem Klon) aufgefihrt.

Screening Flussiglyse S1095 sv 1/2a S776 sv 4b
Variante L JPosition 1 |Position 2 |Position3 |pH 4,5/5] EDTA pH 6 24h 148h |72 h 24 h |48 h |72 h
0 - - - -
Ply511 4 CBD511 +
PlyP40 4 |EADP40 CBDP40 ++ 150 +
EcoGQ6 2 |EADP40 CBD511 EADP35 ++ 50 + 1/2
EcoGU3 1 |EADP40 CBD511 EAD500 ++ 10 + 1/2 | 12 1/2 | 1/2
ECoGA7 2 |Eabrso  |ERBESENEEN|CEDP35 ++ 150 +
EcoGP8 2 |CBDO006 EADP40 CBDP35 ++ 150 1/2 1/2
EcoFS6 3 |EADP40 CBD511 EADP40 ++ 50 +
EcoFS8 3 |EADP40 CBDP40nis |CBD006 ++ 150
EcoGT9 3 |EADP40 CBD511 CBDO006 ++ 150
EcoFQ1 2 |EADP40 CBD511 50 +
EcolL4 3 |CBDO006 CBD511 ++
EcoGS17 1 |MurA-Var2 |CBD511 EADP35 + 50
EcoGH1 2 |EAD500 CBD511 EADP40 50 + 1/2 |1 1/2 | 1/2
M1 4 |EAD500 CBD511 10 +
K1 4 |EADP40 CBD511 ++ 50 +
EcoGM2 3 |EADP40 CBDP40nis |[EAD500 50 + 1/2
EcoGY10 4 |EADP40 CBDO006 ++ 150 +
Ecow1l 2 |EADP40 CBDO006 CBDP40L ++ 10
EcoFP1 3 |EADP40 CBDO006 CBDP40nis ++ 150
EcoAAl 2 |EADP40 CBD511 CBDP40nis ++ 50
EcoFR10 2 |CBD500 CBDP35 Cellosyl ++ 150
EcoFQ7 2 |CBD511 CBDP35 EADP40 ++ 150
EcoGP4 la |EAD500 EADP40 CBD511 ++ 10 +
EcoAS4 4 |MurA-Var2 |CBD511 EAD500 10 +
GB9 2 |MurA CBDO006 EAD500 10 +

Neben den Wildtyp-Proteinen besalRen 4 3-Doménen Proteine die besten Ergebnisse. Sie
konnten 72 h lang S776 sv 4b und 72 bzw. 48 h lang S1095 sv 1/2a in Wachstum inhibieren.
Darunter befanden sich EcoGQ6 und EcoGU3. Diese Proteine haben an Position 1 EADP40,
an Position 2 CBD511 und an Position 3 eine (putative) Peptidase, EADP35 bei EcoGQ6
und EAD500 bei EcoGU3. Die beiden anderen Kandidaten sind Uberraschenderweise
EcoGP8 und EcoGA7, welche beide serovarspezifische CBDs besitzen, wonach nur

Inhibition auf S1095 sv 1/2a zu erwarten gewesen ware. Es zeigte sich also, dass es sich bei
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diesen Varianten keinesfalls eindeutig um falsch Positive handelte, die nur durch die Wahl
des Stammes in den vorausgegangenen Screening-Schritten behalten wurden.

Von allen 4 besten Varianten war deutlich weniger Protein im verwendeten Zellaufschluss als
bei Ply511 und PlyP40.

Die beiden einzigen 2-Domanen Proteine K1 und M1 mit vergleichsweise hohen Mengen
l6slichen Proteins im verwendeten Uberstand unterdriickten das Zellwachstum fiir 24 h bei

beiden Stammen.

4.2.3.5 Auswahl der geeigneten Kandidaten

Im Anschluss an das Screening sollten einzelne Kandidaten fir die Charakterisierung von
Aktivitdét und Proteinstabilitat gereinigt werden. Es sollten 2- und 3-Domé&nen Proteine
analysiert werden. Abbildung 4.24 gibt einen Gesamtiberblick tber die bisher erfolgten

Screening-Schritte und die Anzahl der erhaltenen bzw. analysierten Kandidaten.
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Abbildung 4.24: Schema zum Screening-Verlauf der 2- und 3-Doménen Proteine. Ab Screening
auf gewiinschte Eigenschaften (blau) wurden die 2- und 3-Doméanen Proteine parallel analysiert. Die
Zahlenwerte umfassen 2- und 3-Doménen Proteine, als Grundlage der 2-Doméanen Proteine diente
der 1147-Ansatz.
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Fiar die Auswahl der zu charakterisierenden Proteine wurde am meisten Gewicht auf die
Ergebnisse der Inhibition des Listerien-Wachstums gelegt.

Selektiert wurden daher EcoGQ6, EcoGU3, M1, und K1. Von den 3-Doménen Proteinen mit
breiter CBD konnten EcoGQ6 und EcoGU3 am langsten das Wachstum der beiden
getesteten Listerienstamme unterdriicken. Die 2-Domanen Proteine M1 und K1 zeigten
zumindest fur 24 Stunden Aktivitdt auf beiden Stdmmen. Zusatzlich sollte EcoGP8
charakterisiert werden. Dies begrindet sich mit den (berraschenden Ergebnissen von
EcoGP8 und EcoGA7, deren CBDs theoretisch nicht an den Teststamm S776 sv 4b binden
kénnen, die aber trotzdem in der Lage waren, auch S776 sv4b im Wachstum zu
unterdricken (4.2.3.4). Beispielhaft sollte dieser Umstand anhand von EcoGP8 genauer
analysiert werden, welches im Gegensatz zu den anderen zu charakterisierenden
Kandidaten zwei CBDs besitzt.

Die 5 Proteine M1, K1, EcoGU3, EcoGQ6 und EcoGP8 besalRen zudem alle eine hbhere
EDTA-Toleranz als das Wildtyp-Protein Ply511 und auf3er bei M1 war bei diesen Kandidaten
gute Restaktivitdt bei acidem pH zu beobachten, was auf die EADP40 in diesen Molekiilen
zurickzufuhren ist. Des Weiteren zeigten bis auf EcoGP8 alle Kandidaten bei pH 6 eine zu
Ply511 vergleichbare OD-Abnahme.

Die beiden 2-Domanen Proteine haben am C-Terminus CBD511, am N-Terminus hat M1 die
Peptidase EAD500, K1 das putative Lysozym EADP40. EcoGU3 und EcoGQ6 entsprechen
K1 mit einer zusatzlichen (putativen) Peptidase an der 3ten Position: EAD500 bei EcoGU3,
EADP35 bei EcoGQ6. EcoGP8 hat am N-Terminus CBDO006 gefolgt von EADP40 und
CBDP35. Insgesamt bestehen die Screening-Kandidaten samtlich aus Endolysin-Domanen.
In Tabelle 4.15 sind diese Resultate aus den Screening-Schritten der 5 selektierten

Kandidaten zusammengefasst.

Tabelle 4.15: Screening-Daten der ausgewéhlten Doméanenkombinationen. pH 4,5: ++ gute
Restaktivitdt bei pH 4,5. EDTA: Toleranz der entsprechenden EDTA-Konzentration in mM. pH 6: +
verweist auf vergleichbare OD-Abnahme wie bei Ply511-exprimierendem Klon.

Kandidat Doménen pH4,5 | EDTA |pH6 :'r:ﬁfﬁirt'fonr;
M1 [EAD500|CBD511 | 10 + 24 h
K1 [EADP40|CBD511 | ++ 50 + 24 h
EcoGQ6 | |EADP40|{CBD511|EADP35| ++ 50 + 72 h
EcoGU3 | [EADP40]/CcBD511[EAD500] ++ 10 + 72h
EcoGP8 | |CBD006|EADP40|CBDP35| ++ 150 48/72 h




4 Ergebnisse 109

4.3 Proteinreinigung und Charakterisierung

Die neuen Proteinvarianten sollten mit den Wildtyp-Endolysinen Ply511, PlyP40 und Plyp825
verglichen werden. Das gereinigte Endolysin Ply511 aus dem Phagen A511 wurde von der
Hyglos GmbH in Puffer mit 0,09 % Azid zur Verfigung gestellt. Fir Testungen in dieser
Arbeit wurde Ply511 gegen 40 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl pH 8 dialysiert (3.3.4), denn nur
so war sichergestellt, dass in Assays zur Bestimmung von bakteriostatischer und bakterio-
Iytischer Aktivitat allein die Wirkung des Endolysins gemessen wurde.

PlyP40 und PlyP825 wurden im Folgenden zusammen mit den gescreenten Proteinen

gereinigt.

4.3.1 Proteinreinigung

4.3.1.1 Loslichkeit der Proteine

Fur die anschlieRende Charakterisierung sollten die funf ausgewahlten Kandidaten des
Screenings M1, K1, EcoGQ6, EcoGU3 und EcoGP8 und zum Vergleich die Wildtyp-
Zur

Expressionstemperatur wurde zunachst die Loslichkeit der Proteine bei verschiedenen

Endolysine PlyP40 und PlyP825 gereinigt werden. Ermittlung der geeigneten

Temperaturen untersucht (3.3.1).

Die Wildtyp-Endolysine PlyP825 und PlyP40 wurden unabh&ngig von der Temperatur zu ca.

jeweils 50 % léslich exprimiert (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 4.16: Einschatzung der Léslichkeiten der selektierten Proteine im Vergleich zu den
Loslichkeiten der Einzel-Doménen (im T5-System). D1, D2, D3: Doménen an Position 1, 2, 3.

+++ geschéatzt 80-100 % ldslich exprimiert, +  weniger als 40 % l6slich exprimiert,
++ geschatzt 40-80 % l6slich exprimiert, - vorwiegend unldslich.
Kandidat Domé&nenkombination D1 D2 D3
Zusammensetzung | EAD500-CBD511 EAD500 | CBD511
M1 Loslichkeit RT ++ + +
Loslichkeit 30°C +++ +++ ++
Zusammensetzung | EADP40-CBD511 EADP40 | CBD511
K1 Loslichkeit RT ++ + ++
Loslichkeit 30°C ++ ++ ++
Zusammensetzung | EADP40-CBD511-EADP35 EADP40 | CBD511 | EADP35
EcoGQ6 | Loslichkeit RT ++ ++ ++ -
Loslichkeit 30°C ++ (Abbau) ++ T+ -
Zusammensetzung | EADP40-CBD511-EAD500 EADP40 | CBD511 | EAD500
EcoGU3 | Léslichkeit RT 4+ — + —
Loslichkeit 30°C +++ ++ ++ +++
Zusammensetzung | CBD006-EADP40-CBDP35 CBD006 | EADP40 | CBDP35
EcoGP8 | Loslichkeit RT + ++ ++ T+
Loslichkeit 30°C + +++ ++ +++
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Die Ergebnisse zu den Loslichkeiten der 3-Doménen Proteine in den Expressionsstadmmen
E. coli NEB Express I und M15 waren insgesamt sehr dhnlich. In Tabelle 4.16 sind die Ein-
schatzungen der Iéslichen Proteinexpression bei Raumtemperatur und 30°C von den Klonen
angegeben, die zur praparativen Proteinexpression verwendet wurden. Daneben wurden die
Loslichkeiten der 2- und 3-Doméanen Proteine mit den Lo6slichkeiten der Einzeldoménen

verglichen.

Das Loslichkeitsverhalten der Einzeldoméanen spiegelt sich in den Domé&nenkombinationen
weitestgehend wieder. So fuhrte vermutlich die schlecht I6slich exprimierte EADP35 zu einer
ebenfalls unloslicheren Expression von EcoGQ6 im Vergleich zu EocGU3. Anders verhielt es
sich mit der Loslichkeit von EcoGP8. Das 3-Doméanen Protein war weniger |6slich als seine
einzelnen Domanen.

Bei der Expression von EcoGQ6 bei 30°C fielen in der I6slichen Fraktion deutliche Abbau-
banden des Proteins auf, welche im Pellet nicht enthalten waren. Dieser Abbau war bei der

Testung auf Loslichkeit bei Raumtemperatur auf dem SDS-Gel nicht sichtbar.

4.3.1.2 Ruckfaltung von EcoGQ6

Zunachst wurde versucht, EcoGQ6 aus dem Zellaufschluss-Uberstand zu reinigen. Wegen
hydrolytisch aktiven Abbaubanden von EcoGQ6 mit unterschiedlichen Grofien von etwa 30
bis 55 kDa in der ldslichen Zellfraktion, die sich wahrend der Reinigung ahnlich zum
Volllangenprotein verhielten, konnte das Protein nicht I6slich gereinigt werden. Vermutlich
handelte es sich hierbei um dieselben Abbauprodukte, die bereits bei der Testung auf
Loslichkeit bei 30°C zu sehen waren. Die Entstehung und Intensivierung dieser
Abbaubanden konnte jedoch auch durch Verdnderung der Expressionstemperatur,
Expression in dem proteasedefizienten E. coli NEB Express |2 und Verwendung von bis zu
10 mM EDTA wéhrend der Reinigung nicht verhindert werden, wie SDS-Gel-Analysen der
Reinigungsversuche uber S&aulenchromatographie zeigten (Daten nicht gezeigt). Die
Abbaubanden wurden daher vermutlich bereits wahrend der Proteinexpression gebildet.

Im Gegensatz zum Volllangenprotein wurden diese Abbaubanden allerdings vollstandig
I6slich exprimiert, weshalb Inclusion Bodies mit EcoGQ6 aus dem induzierten Zellpellet von
E. coli NEB Express I isoliert wurden (3.3.3.2). Wahrend des Waschens der Inclusion
Bodies mit 5 mM Tris-HCI pH 8 mit 2,5 % (v/v) Triton X-100, 5 mM Tris-HCI pH 8 und Wasser
wurde bereits Zielprotein ausgewaschen und Aktivitdtstests im Photometer (3.5.4)
bestéatigten lytische Aktivitat in den einzelnen Uberstanden der Waschfraktionen (Daten nicht

gezeigt).
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AnschlieRend wurde das unléslich exprimierte, nicht abgebaute Protein in den Inclusion
Bodies mit 8 M Harnstoff solubilisiert. Der aufgeklarte Ansatz wurde durch Verdiinnen in
Anwesenheit von Zn** riickgefaltet (3.3.3.3), da EADP35 wie auch EADS500 das
Domanenmotiv VanY besitzt und daher vermutlich wie EAD500 ein Zink-lon im aktiven
Zentrum benotigt (Korndorfer et al., 2008).

Abbildung 4.25 zeigt die Analyse der Reinigung von Inclusion Bodies sowie der Riickfaltung
des Proteins. Die gewaschenen Inclusion Bodies enthielten unerwiinschte Banden, die in der
Fraktion der Rickfaltung nicht zu sehen waren, da das riickgefaltete Protein ca. 200fach
verdiinnt war. Nach Bestatigung der Listerien-lytischen Aktivitat des rickgefalteten EcoGQ6
Uber photometrische Lysetestung (3.5.4) wurde deshalb das rickgefaltete Protein zur

Entfernung von Fremdprotein Uber S&aulen-Chromatographie gereinigt (4.3.1.3).
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Abbildung 4.25: Analyse der gewaschenen Inclusion Bodies von EcoGQ6 und der Rickfaltung
Uber SDS-Gelelektrophorese. IB: gewaschene Inclusion Bodies (1:10 verdinnt aufgetragen). Rick:
Probe des rickgefalteten Solubilisierungsansatzes. Das Molekulargewicht von EcoGQ6 betragt 60,3
kDA. Der Protein-Standard ist in kDa angegeben. Die Analyse erfolgte auf einem 15 %igen SDS-Gel.

4.3.1.3 Saulen-Chromatographie von PlyP40, PlyP825, M1, K1, EcoGUS,
EcoGP8 und ruckgefaltetem EcoGQ6

Sowohl die beiden Wildtyp-Proteine als auch die 5 Chiméren wiesen hohe isoelektrische
Punkte mit Werten zwischen 9,5 und 10 auf (Tabelle 4.17), weshalb die Zellaufschluss-
Uberstande mit pH 8 Uber Saulen-Chromatographie mittels Kationen-Austauscher gereinigt
wurden. Hierzu wurde das Material Toyopearl SP650M (Tosoh, Biosciences GmbH,
Stuttgart) verwendet, dabei enthielt der Zellaufschluss eine lonenstarke von weniger als
8 mS und die Elution erfolgte mit einem Salz-Gradienten bis 500 mM NaCl (3.3.3.5).
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Tabelle 4.17: Molekulargewicht, Extinktionskoeffizient und isoelektrischer Punkt der zu
reinigenden Proteine. Ermittelt Uber ExPASy ProtParam. €,5,: molarer Extinktionskoeffizient bei
280 nm [M" cm].

Protein | MW [kDa] €280 pl
PlyP40 38,3 59945 9,69
PlyP825 34,2 53985 9,82
M1 35,2 56965 9,75
K1 43,2 55935 9,68
EcoGQ6 60,3 87000 9,63
EcoGU3 60,6 94115 9,59
EcoGP8 55,7 81500 9,8

Alle Proteine konnten Uber dieses Verfahren gereinigt werden, EcoGQ6 musste zuvor aus
Inclusion Bodies ruckgefaltet werden (4.3.1.2). Tabelle 4.18 fasst Details zur Anzucht und

Reinigung zusammen.

Tabelle 4.18: Bedingungen wihrend der Proteinexpression und -reinigungen. Aufgelistet sind
Expressionsbedingungen, verwendeter E. coli, Leitfahigkeit des Elutionsmaximums, sowie die
Ausbeute in mg pro Liter Anzucht. *Saulenlauf erfolgte nach Rickfaltung. M15: E. coli M15, NEB:
E. coli NEB Express |°.

Bedingung | PlyP40 | PlyP825 M1 K1 EcoGQ6* | EcoGU3 | EcoGP8
Expressions- 21 21 11 21 21 11 41
volumen
Expressions- o ° °
temperatur 30°C 30°C 30°C RT RT RT RT
Expressions- [, 4h 4h UN UN UN UN
dauer
Stamm M15 M15 NEB NEB NEB M15 NEB
EDTA - 10 mM 5mM 5mM - 5mM -
Elutions-

. 30 mS 22,5mS 20 mS 20,5mS 28 mS 22 mS 35mS
maximum
Ausbeute
[mg/L] 3,5 5 8 2,5 7 3,66 0,7
Reinheit >95 % >95 % ca.90 % | ca. 90 % ca. 90 % ca.90 % | ca. 90 %

Bei PlyP40, M1, EcoGU3 und EcoGP8 befanden sich die Zielproteine zum Teil auch im
Durchlauf. Photometerlysetests (3.5.4) zeigten, dass das EcoGP8 im Durchlauf Aktivitat
besal’. Da die an die Saule gebundene Menge von EcoGP8 deutlich unterhalb der Binde-
kapazitat lag, kann dies als Ursache ausgeschlossen werden. Andere Reinigungsstrategien,
wie die Verwendung von anderen Saulenmaterialien, Auftrag mit pH 7 oder der Versuch
EcoGP8 aus Inclusion Bodies zuriickzufalten, fiihrten zu keiner Verbesserung der Ausbeuten
(Daten nicht gezeigt). So lie3 sich EcoGP8 zwar sowohl in Harnstoff als auch in GdnHCI
solubilisieren, Ruckfaltungsversuche aus beiden Solubilisierungsansatzen flhrten jedoch zu
keinem aktiven ruckgefalteten Protein.

Um Proteinabbau wahrend der Reinigung zu verhindern, wurden die Reinigungen von M1,
K1, EcoGU3, EcoGQ6 und PlyP825 unter Zusatz von EDTA wiederholt. Da EDTA auch die

ionischen Cofaktoren der Zielproteine komplexieren kann, wurden die gereinigten Proteine
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mit EADs, die bekanntermal3en bzw. vermutlich aufgrund von Homologien ein zweiwertiges
lon benodtigen wie EAD500, EADP35 und EADP825 im Anschluss auf ihre Aktivitat durch
Vergleich mit Chargen aus Reinigungen ohne EDTA uberpruft. M1, K1 und GU3 waren nach
Reinigung mit 5 mM EDTA und anschlielender Dialyse ebenso aktiv im Photometerlysetest
wie die nativ gereinigten Proteine. PlyP825 hatte nach Reinigung mit 10 mM EDTA die
Iytische Aktivitat verloren, was das Vorhandensein eines ionischen Cofaktors bestatigte.
Diesbeziglich wurde bereits mehrfach beschrieben, dass bei Endolysinen die Aktivitat durch
Inkubation mit verschiedenen lonen wiederhergestellt werden kann, und abhdngig vom
verwendeten lon unterschiedlich hohe Aktivitaten in Relation zur Aktivitat vor der Inkubation
mit EDTA erreicht werden (Shida, 2001; Schmelcher, 2007; Mikoulinskaia et al., 2009).
Vermutlich ist im natirlich vorkommenden PlyP825 nur ein bestimmtes zweiwertiges lon
integriert, da dies jedoch nicht bekannt war, wurde das Protein nach Saulen-Chromato-
graphie mit Mg?*, Ca®*, Mn** und Zn®" inkubiert, dialysiert und danach auf Aktivitat Giberpriift
(3.3.3.5, 3.5.4). Die Aktivitat des Endolysins lie3 sich durch 1 h Inkubation mit gleichzeitig
10 mM Zinksulfat und 10 mM Calciumchlorid und anschlieRender Dialyse wiederherstellen.
Bei geringen Konzentrationen der Eluate wurden die Proteine mit Hilfe von Zentrifugalkon-
zentratoren zu 0,2-1 mg/ml aufkonzentriert.

Nach der Dialyse gegen 40 mM Tris-HCI, 200 mM NacCl pH 8 (3.3.4) wurden die Proteine bei
-20°C gelagert. Abbildung 4.26 zeigt die gereinigten und dialysierten Proteine. Die beiden
Wildtyp-Endolysine lagen mit Uber 95 % Reinheit und die gescreenten Kandidaten mit einer
Reinheit von in etwa 90 % vor. Bei den Fremdbanden der Proteine M1, K1, EcoGUS,
EcoGQ6 und EcoGP8 handelt es sich moglicherweise um Proteinabbau, der trotz der
teilweisen Verwendung von EDTA und dem proteasedefizienten Expressionsstamm E. coli

NEB Express I nicht verhindert werden konnte.

PlyP40  PlyP825 M1 K1 EcoGQ6 EcoGU3  EcoGP8
38,3 34,3 35,2 43,3 60,3 60,6 55,7 kDa
116+ o6
! 66- ) 1 66- . !
66 66 W Cuw 1&2_
45- 451 45- 45w 45 45. 45 -
35- By 35w 35 35- 35. 35-
25- 25, 25- 25- 25- 25.
25-
18- 18-
18- 18- 18- 18-

Abbildung 4.26: SDS-Gel-Analysen der gereinigten Proteine. Der Protein-Standard ist in kDa
angegeben. Die Analyse erfolgte auf 15 %igen SDS-Gelen.
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4.3.2 Aktivitat der gereinigten Proteine

4.3.2.1 Spezifische Aktivitat

Zur Berechnung der spezifischen lytischen Aktivitat der Proteine wurde zu Grunde gelegt,
dass 1 U derjenigen Proteinmenge entspricht, die fur die OD-Abnahme von 0,01/min bendtigt
wird. Alle Proteine wurden unter gleichen Bedingungen analysiert (pH 6 und 100 mM NacCl)
und nicht unter den jeweiligen Optima. Dies liegt darin begriindet, dass die hier gewéhlten
Bedingungen der spateren Anwendung nahe kommen sollten und zudem den Parametern
der Flussiglysetestung bei pH 6 des Screenings entsprechen. Nach Auswertung von photo-
metrischen Lysetests mit verschiedenen Proteinkonzentrationen (3.5.4) zwischen 0,03 und
10 pg/ml gegen hitzeinaktivierte Zellen von ProCC S1095 sv 1/2a bei pH 6 wurden die
Aktivitaten berechnet. Tabelle 4.19 fasst die erhaltenen Daten zusammen.

Unter diesen Bedingungen besal3en die Proteine EcoGP8, PlyP40, EcoGQ6 sowie M1 die
niedrigsten Aktivitdten. Fast doppelt so hohe Aktivitaten wurden von PlyP825, K1 und
EcoGUS erreicht und Ply511 zeigte mit 7,6 U/ug die schnellste Reaktion.

Tabelle 4.19: Spezifische Aktivitdten der untersuchten Proteine. Reaktionsbedingungen: 20 mM
Natriumphosphat, 100 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 1 pg/ml DNase, pH 6 bei 30°C.

Protein | Domanen-Kombination | U/ug

Ply511 | EAD511-CBD511 7,6
PlyP40 | EADP40-CBDP40 3,5
PlyP825 | EADP825-CBDP825 4,8
M1 EAD500-CBD511 3,5
K1 EADP40-CBD511 57

EcoGQ6 | EADP40-CBD511-EADP35 2,8
EcoGU3 | EADP40-CBD511-EADS00 57
EcoGP8 | CBD006-EADP40-CBDP35 3,1

4.3.2.2 pH-Optimum

Fir die gereinigten Proteine wurden die Lyseaktivitaten in Abhangigkeit des pH Werts tber
photometrische Lysetests ermittelt. Hierzu wurden hitzeinaktiverte Zellen von ProCC S1095
sv 1/2a in Puffer mit 50 mM Natriumcitrat, 50 mM NaH,PO, und 50 mM Borat und 100 mM
NaCl aufgenommen, der jeweils auf pH 4,5, 5,5, 6,5, 7,5, 8,5 bzw. 9,5 eingestellt wurde
(3.5.4). In Abbildung 4.27 sind die Ergebnisse dargestellt.

Die 2-Doménen Proteine M1, PlyP825 und Ply511 besalRen ein pH-Optimum bei neutralem
bis leicht basischen pH und das Ergebnis fir Ply511 entspricht somit dem bekannten pH-
Optimum von pH 8 (Pieper, 2005). Alle weiteren getesteten Proteine hatten am N-Terminus
EADP40 und hatten wie das Wildtyp-Protein PlyP40 die hochste Lyseaktivitat bei acidem pH.
Die Aktivititen der 3-Doménen Proteine mit 2 EADs, EcoGU3 und EcoGQ6, fielen zu
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steigendem pH hin weniger stark ab, was vermutlich von den Aktivititen der EADs am

C-Terminus hervorgerufen wurde. Bei EcCoGP8 mit nur einer EAD war dies nicht der Fall.
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Abbildung 4.27: Relative lytische Aktivitaten in Abhangigkeit des pH-Werts. Fir Proteine mit
Optimum bei saurem (A) und neutralem bis basischen pH (B) wurden getrennte Graphen erstellt. Die
Werte wurden auf den Wert mit hdchster lytischer Aktivitat normiert.

Da die meisten Lebensmittel niedrige pH-Werte haben, wurde das erfolgte Screening sowie
die spateren Versuchsreihen allesamt bei pH 6 und damit unabh&ngig von den pH-Optima
der gereinigten Proteine durchgefiihrt (bis auf Versuche in Milch mit einem pH Wert von 6,5-
6,8).

4.3.2.3 Salz-Optimum

Anschlieend wurde die Lyseaktivitat in Abh&ngigkeit der NaCl-Konzentration bestimmit.
Getestet wurden die Salzkonzentrationen 0, 10, 50, 100, 150, 250 und 500 mM NacCl bei
pH 6 mit hitzeinaktivierten Zellen von ProCC S1095 sv 1/2a.

Die Ergebnisse waren fir die analysierten Proteine im Allgemeinen &hnlich (Abbildung 4.28).
Das Salz-Optimum fiir EcoGP8 war bei 250 mM und Ply511, PlyP825, M1, EcoGU3 und
EcoGQ6 hatten héchste lytische Aktivitat zwischen 150-250 mM NaCl. Fur Ply511 fand sich
dies mit Ergebnissen der Profos AG (heute Hyglos GmbH, Daten nicht verdffentlicht)
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bestétigt. Fir PlyP40 lag das Optimum etwas niedriger bei 150 mM und K1 hatte mit 2100 mM
NaCl das niedrigste Salz-Optimum der analysierten Enzyme. Zusammen mit PlyP40 zeigte
es daher die besten Werte fur Restaktivitat bei niedrigeren Salzkonzentrationen. So hatten
PlyP40 und K1 noch 50 % Aktivitdt bei ca. 30 mM NaCl, M1 bei ca. 50 mM, EcoGU3 und

EcoGQ6 bei ca. 75 mM und Ply511, PlyP825 und EcoGP8 bei ca. 100 mM NacCl.
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Abbildung 4.28: Relative lytische Aktivitaten bei verschiedenen Salzkonzentrationen bei pH 6.

Die Restaktivitat von 50 % bei steigenden NaCl-Konzentrationen konnen hieraus nur

angenéahert werden. Sie bewegen sich von ca. 300 mM fir K1, zwischen 350 - 400 mM fur



4 Ergebnisse 117

PlyP40, M1, EcoGQ6 und EcoGU3, bei in etwa 400 mM fir PlyP825 bis 400 - 450 mM fur
Ply511 und EcoGP8. Bei den hier hochsten getesteten Konzentration von 500 mM besal3en
nur Ply511 (25 %) und EcoGP8 (40 %) erwahnenswerte Restaktivitat. Hier ist allerdings zu
bemerken, dass lebende Zellen durch derart hohe Salzkonzentrationen trotz Destabilisierung
der Peptidoglykanschicht osmotisch gegen eine Disruption der Zelle stabilisiert und daher
nicht abgetotet werden. Da diese Testung mit hitzeinaktivierten Zellen durchgefiihrt wurde,

ist trotzdem eine OD-Abnahme und somit eine lytische Aktivitat der Enzyme zu beobachten.

4.3.2.4 Aktivitat in Gegenwart von EDTA

Die gereinigten Proteine wurden wie bereits im Screening auf Toleranz gegenuber EDTA
getestet. Hierzu wurden photometrische Lysetests mit ProCC S1095 sv 1/2a nach
einstundiger Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von 1 bis 250 mM EDTA bei
pH 6 durchgefiihrt (3.5.4). In Abbildung 4.29 sind die Ergebnisse dargestellt.

@O0 mM
B1mM
@10 mM
025 mM
B 100 mM
250 mM

Relative lytische Aktivitat

Ply511 PlyP40 PlyP825 M1 K1 EcoGQ6 EcoGU3 EcoGP8

Protein

Abbildung 4.29: Relative lytische Aktivitaten nach Inkubation mit verschiedenen EDTA-Konzen-
trationen. Die Werte wurden auf die Aktivitdt bei 0 mM EDTA normiert.

Die Wildtyp-Proteine zeigten auf3erst unterschiedliches lytisches Verhalten nach Inkubation
mit EDTA. Ply511 wurde bereits durch 1 mM EDTA inaktiviert, bei 250 mM EDTA lag die
Restaktivitat bei etwa 1 %. PlyP40 besal} nahezu unverénderte Aktivitat bis 100 mM EDTA.
Die Aktivitat von PlyP825 blieb bis 25 mM EDTA auf einem Niveau von ca. 70 %, bei
hoheren Konzentrationen wurde das Protein inaktiv. Bei 250 mM EDTA verblieben lediglich
ca. 2,5 % Aktivitat. PlyP825 enthalt eine putative Peptidase-Doméne, dies entspricht
derselben Spezifitdt wie die der EAD500 im Protein M1. Bereits bei 1 mM EDTA sank die
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Aktivitdt von M1 auf ca. 60 %, bei 250 mM EDTA verblieben lediglich in etwa 1 %. K1 mit
EADP40 zeigte noch bei 25 mM EDTA volle Aktivitat. Bei h6heren Konzentrationen nahm die
Aktivitat in K1 starker ab als im Wildtyp PlyP40. Die 3-Doméanen Proteine EcoGU3, EcoGQ6
zeigten eine 2stufige EDTA-Toleranz. Da sie in den ersten beiden Doméanen K1
entsprechen, sind abweichende Charakteristika auf das Vorhandensein und die Eigen-
schaften der Doméane in der jeweiligen dritten Position zuriickzufihren (EAD500 bei EcoGU3
und EADP35 bei EcoGQ6). Méglicherweise blieb die Aktivitdt von EADP40 wie in K1 und im
Wildtyp-Protein  PlyP40 bei hoheren EDTA-Konzentrationen erhalten, wohingegen die
(putativen) Peptidase-Domanen bereits bei niedrigeren Konzentrationen inaktiviert wurden.
Die Aktivitdt von EcoGU3 sank bei 1 mM EDTA auf ca. 15 % und ging ab 100 mM vdllig
verloren. Bei EcoGQ6 verringerte sich die Aktivitat bei 1 mM EDTA auf ca. 25 % und nahm
ab 100 mM weiter deutlich ab. Hierbei wurde deutlich, dass von EcoGU3 die Gesamtaktivitat
beispielsweise bei 1 mM EDTA starker sinkt als von M1. Die Aktivitatsabnahme in EcoGU3
konnte daher nicht nur allein auf Inaktivitdt der EAD500 beruhen. Da keine Vergleichsdaten
von PlyP35 vorhanden sind, kann dies nicht fir EcoGQ6 abgeschatzt werden. Bei EcoGP8
fuhrte die Inkubation mit EDTA ebenfalls zu zwei Stufen, das Enzym behielt bei 1 mM EDTA
ca. 50 % der Aktivitdt und lysierte erst bei 250 mM geringer. Mdglicherweise wurde die

Funktionalitat einer CBD des Proteins durch EDTA gestort.

4.3.2.5 Minimale inhibitorische Konzentration bei pH 6

Die minimale inhibitorische Konzentration (minimum inhibitory concentration, MIC) ist
definiert als die niedrigste Konzentration eines antimikrobiellen Wirkstoffes, die das sichtbare
Wachstum eines Mikroorganismus nach Inkubation unterdrickt (Andrews, 2001). Zur
Bestimmung der minimalen inhibitorischen Konzentration wurden jeweils Zellen von Listeria
monocytogenes ProCC S1095 sv 1/2a, ProCC S1135 sv 3a, ProCC S776 sv 4b und dem
apathogenen Stamm Listeria innocua ProCC S1147 sv 6a in TB pH 6 mit verschiedenen
Proteinkonzentrationen inkubiert. Listerienwachstum konnte durch OD-Bestimmung verfolgt
werden (3.5.7). In Abbildung 5.32 sind die Ergebnisse fur alle Proteine zusammengefasst,
zum besseren Vergleich sind darin die Daten in pmol/ml angegeben. Abbildung 4.31 zeigt als
Beispiele die Messwerte von Ply511 und K1.

Es war zu beobachten, dass die MIC-Werte je nach eingesetztem Listerienstamm variierten.
Zur Inhibition von S1095 sv 1/2a und S1135 sv 3a wurde meist weniger Protein benétigt als
von S1147 sv 6a und S776 sv 4b. Die niedrigsten MIC-Werte hatte Ply511 mit 0,0038-0,12
pg/ml beziehungsweise 0,10 bis 3,34 pmol/ml. Die nachstbesten Ergebnisse wurden vom
gescreenten 2-Domanen Protein K1 erzielt, hier lagen die molaren Konzentrationen in etwa
um den Faktor 1,75 bis 3,5 hoher als bei Ply511 und entsprachen etwa den wirksamen
Mengen von PlyP40. EcoGU3 zeigte 1,3- bis 10-mal héhere, PlyP825 je nach Stamm 2,3-
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mal niedrigere bis 17,75-mal hohere MIC-Werte als PlyP40. Die MIC von M1 und EcoGQ6
konnte gegen keinen der verwendeten Stamme ermittelt werden, da die eingesetzten
Proteinmengen nicht ausreichten, Wachstum zu unterdriicken. EcoGP8 konnte S776 sv 4b
und S1147 sv 6a nicht im Wachstum unterdriicken, was den Bindefahigkeiten der CBD006
und CBDP35 entspricht. Gegen S1095 sv 1/2a und S1135 sv 3a wurde von EcoGP8 im

Vergleich zu Ply511 ca. 45- bis 90-mal so viel Protein benttigt.
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Abbildung 4.30: Zusammenfassung der MIC-Werte nach 24 h in TB pH 6 in pmol/ml. Die Analyse
erfolgte Uber Doppelbestimmungen.
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Abbildung 4.31: Beispiele zu Messergebnissen der MIC von Ply511 (A) und K1 (B). Bei K1 ist
eine abnehmende Wirkung bei steigender Proteinkonzentration zu beobachten. Durchgezogene Linie:
ProCC S1095 sv 1/2a; lang gestrichelt: ProCC S1147 sv 6a; gepunktet: ProCC 776 sv 4b; strich-
punkt: ProCC S1135 sv 3a.

Des Weiteren sank bei PlyP40, K1 und EcoGP8 mit zunehmender Proteinkonzentration die
Fahigkeit, Listerienwachstum zu unterdricken. Die korrespondierenden Konzentrationen der
Proteine waren teilweise ebenfalls abhangig vom getesteten Listerienstamm. Bei PlyP40
erfolgte dies bei Uber 1631,9 pmol/ml, bei K1 bei tber 180,9 bis 723,4 pmol/ml und bei
EcoGP8 bei tber 119,6 bis 478,6 pmol/ml. Im Beispiel zur MIC von K1 in Abbildung 4.31 ist
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dies zu sehen. Ob dieser Effekt auch bei M1 und EcoGQ6 auftrat, konnte nicht ausgewertet

werden, da bei allen Konzentrationen Wachstum erfolgte.

4.3.2.6 Minimale bakterizide Konzentration bei pH 6

In Anlehnung an die géngige Vorgehensweise wurde die minimale bakterizide Konzentration
(minimum bactericidal concentration, MBC) als diejenige Konzentration definiert, bei der
mindestens 3 log von der Ausgangszellzahl reduziert wurden, dies entspricht der Entfernung
von 99,9 % der eingesetzten Zellen (Kusuma und Kokai-Kun, 2005).

Zur Bestimmung der minimalen bakteriziden Konzentration (MBC) wurden die Proteine in 0,5
ml mit in etwa 10° Zellen von Listerien der Stamme ProCC S1095 sv 1/2a, S1135 sv 3a,
S776 sv4b und S1147 sv 6a fur 1 h bei 30°C in Puffer mit pH 6 und 50 mM NaCl inkubiert
(3.5.5).

Die geringe Salzkonzentration wurde gewahlt, um die Zellen osmotisch nicht zu stabilisieren
und damit besser die Wirkung der lytischen Enzyme beobachten zu kénnen.

Nach Plattieren wurden die erhaltenen Zellzahl-Reduktionen mit den verschiedenen Protein-
konzentrationen ausgewertet. Es zeigte sich, dass die Reduktion der Zellzahl durch
Verwendung hdherer Proteinkonzentrationen nicht beliebig gesteigert werden konnte. Zudem
war bei PlyP40, K1 und EcoGP8 wie bereits bei der Bestimmung der MIC der Effekt zu
beobachten, dass mit steigender Proteinkonzentration die Wirkung der Proteine abnahm.
Dieser Effekt zeigte sich in der MBC ebenfalls bei PlyP825, M1 und EcoGQ6 und war bei M1
und EcoGQ6 in der MIC-Testung vermutlich aufgrund der geringen inhibitorischen Wirkung
dieser Proteine nicht erkennbar gewesen. Ply511 und EcoGU3 waren damit die einzigen
Proteine, die bei den hier héchsten verwendeten Proteinkonzentrationen ihre Effektivitat
beibehielten. Abbildung 4.32 stellt die Resultate dieser Versuchsreihe fir die Wildtyp-
Proteine, M1, K1, EcoGU3, EcoGQ6 und EcoGP8 graphisch dar.

Alle Proteine zeigten in der MBC Aktivitat gegen samtliche getesteten Listerien-Serovare,
jedoch waren hierfir je nach Protein unterschiedliche Proteinkonzentrationen notwendig und

es konnten unterschiedlich viele Zehnerpotenzen an Zellen lysiert werden.
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Abbildung 4.32: Darstellung der MBC von Ply511, PlyP40, PlyP825, K1, M1, EcoGQ6, EcoGU3
und EcoGP8 gegen 4 verschiedene Listerienstamme. Getestet wurde gegen ProCC S1095 sv
1/2a, ProCC S1135 sv 3a, ProCC S776 sv 4b und ProCC S1147 sv 6a in Niedrigsalzpuffer pH 6 bei
30°C in Doppelbestimmungen. Die Legende zeigt die Proteinkonzentrationen im Test in pg/ml. Die
verdickte horizontale Linie gibt die fiir die MBC-Bewertung erforderlichen 3 log Zellreduktion an.

In der MIC-Testung war beobachtet worden, dass eine Korrelation zwischen verwendetem
Teststamm und bendétigter Konzentration zur Wachstumsinhibition bestand. Ein Zusammen-
hang der Proteinkonzentration mit den MBC-Werten war nicht vorhanden, allerdings konnten
bis auf zwei Proteine nur weniger als 3 Zehnerpotenzen von Listeria monocytogenes S1135
sv 3a lysiert werden. Gemal3 der Definition der MBC konnte somit gegen S1135 sv 3a von
den drei Wildtyp-Endolysinen Ply511, PlyP40, PlyP825 und von M1, K1 sowie EcoGQ6 keine

entsprechende Konzentration ermittelt werden. K1 und EcoGQ6 zeigten dabei insgesamt nur
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bei einem Stamm mehr als drei Zehnerpotenzen Zellreduktion, so wurden jeweils mit den
minimalen bakteriziden Konzentrationen von 0,16 pg/ml von K1 bei S1147 sv 6a 3,3 log und
von EcoGQ6 bei S1095 sv 1/2a 4 log abgetotet. PlyP825 und M1 wiesen niedrigere MBC-
Werte von 0,032 pg/ml auf, wobei PlyP825 von S776 sv 4b nur 2,3 log Zellen reduzierte aber
umgekehrt 4,5 Zehnerpotenzen von S1147 sv 6a abtdten konnte. Die MBC-Werte von
Ply511 lagen je nach Teststamm zwischen 0,032 und 0,16 pg/ml, die maximale Reduktion
betrug dabei zwischen 3,2 und 3,9 log. Auch bei PlyP40 konnten mit 0,032-0,16 pg/ml
ebenfalls von den verbleibenden drei Serovaren mindestens drei Zehnerpotenzen lysiert
werden und bei S776 sv 4b wurden mit 0,16 pg/ml sogar sadmtliche Zellen im Test zerstort.
Die besten Resultate waren bei EcoGU3 und EcoGP8 zu sehen. Beide Proteine konnten
unabhéngig vom Serovar mehr als 3 Zehnerpotenzen lysieren. Bei EcoGU3 wurde als MBC-
Wert jeweils 0,032 pg/ml ermittelt und mit der finffachen Menge wurden alle 10° Listerien im
Test abgetotet. Von EcoGP8 waren fiur die MBC 0,16 pg/ml nétig, bei S1135 sv 3a konnten
mit 0,8 pg/ml zudem 5 log Zellen im Test lysiert werden.

Somit konnte in der MBC-Testung im Gegensatz zur MIC von EcoGP8 keine
unterschiedliche Aktivitdt gegen verschiedene Serovare beobachtet werden, womit das
Ergebnis aus dem Screening-Test der Wachstumsinhibition (4.2.3.4) bestatigt werden

konnte.

4.3.2.7 Bakterizide Wirkung in Milch

Als Extrembeispiel einer komplexen Lebensmittelmatrix wurde ultrahocherhitzte Milch mit
1,5 % Fett-Anteil verwendet. Getestet wurde auf bakterizide Wirkung in 0,5 ml mit in etwa
10° Zellen von ProCC S1095 sv 1/2a mit 3 h Inkubation bei 30°C (3.5.6).

In Orientierung an die ermittelten MBC-Werte in Puffer wurden in Milch die Protein-
konzentrationen von 0,032, 0,8 und 20 pg/ml verwendet, so dass aul3er von PlyP40 von den
Proteinen die jeweils hochsten Zellzahlreduktionen erreicht werden konnten.

Es zeigte sich, dass in Milch die Wirkkonzentrationen zu héheren Werten verschoben waren,
so dass mit 0,032 und 0,8 pg/ml Enzym jeweils kaum Zellen lysiert wurden (zwischen 0 und
0,2 log, Daten nicht gezeigt). Abbildung 4.33 stellt die Zellreduktion mit 20 pg/ml Protein in

Milch in Zehnerpotenzen dar.
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Zellreduktion in log

Protein

Abbildung 4.33: Listerienreduktion in Milch der gereinigten Proteine. Die Proteinkonzentration
betrug jeweils 20 pg/ml. Die Analyse erfolgte in Doppelbestimmungen. Die verdickte horizontale Linie
gibt die Zellreduktion von 3 log an.

Die Wildtyp-Proteine Ply511 und PlyP40 zeigten prinzipiell &hnliche Effizienzen wie in Puffer
mit pH 6 und zerstorten etwas mehr als 3 log. PlyP825 besal® die héchste Wirkung und
nahezu alle Zellen wurden abgetotet. Somit war bei den Wildtyp-Endolysinen eine
vergleichbare, im Fall von PlyP825 sogar hohere Zellzahlreduktion als in Puffer zu
beobachten, wobei allerdings in Milch héhere Proteinmengen nétig waren und sowohl bei
PlyP40 als auch bei PlyP825 trat mit 20 pg/ml daher keine Hemmung durch eine zu hohe
Proteinkonzentration wie in Puffer auf.

Deutlich schlechtere Zellzahlreduktion war bei den gescreenten Proteinen zu beobachten.
M1 und EcoGQ6 erreichten 0,2, EcoGP8 0,7, K1 und EcoGU3 1,1 bzw. 1,2 log
Zellzahlreduktion.

Bei Verwendung von 20 pg/ml Protein von K1 und M1 konnte sowohl in Puffer als auch in
Milch keine 3 log an Zellen lysiert werden. Aul3erdem konnten in Milch mit K1 und M1 auch
nicht mit 0,032 bzw. 0,8 pg/ml die in Puffer erhaltenen Zellzahlreduktionen erreicht werden.
Ob die optimale Wirkkonzentration dieser 2-Domé&nen Proteine in Milch zwischen den
getesteten Konzentrationen oder hoher als 20 pg/ml lag, musste experimentell bestimmt
werden.

Ahnliches gilt fir die 3-Doméanen Proteine EcoGQ6 und EcoGP8, denn auch bei diesen
Kandidaten war konzentrationsabhangige Hemmung beobachtet worden. Unerwartet war
diesbezuglich das Ergebnis von EcoGU3, denn bei diesem Protein trat zuvor in Puffer und
Medium keine konzentrationsabhéngige Hemmung auf, weshalb bei diesem Protein die

niedrige Zellzahlreduktion in Milch eindeutig auf die Matrix der Milch zuriickzufiihren ist.
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4.3.3 Proteinstabilitat

4.3.3.1 Proteolytische Stabilitat

Fir eine Anwendung im Lebensmittel sollte gewahrleistet sein, dass die Zellwand-Hydrolase
in der Lebensmittelmatrix nicht unmittelbar proteolytisch abgebaut wird. Als Beispiel flr eine
Protease wurde Trypsin gewahlt. Trypsin ist eine Endopeptidase, die hinter den basischen
Resten Lysin (K) und Arginin (R) spaltet, sofern nicht bestimmte Ausnahmen zutreffen. So
spaltet Trypsin z. B. meist nicht, wenn auf Lysin bzw. Arginin ein Prolin folgt.

Zum Vergleich der proteolytischen Stabilitit wurden dieselben molaren Mengen der
gereinigten Proteine im molaren Verhdltnis von 1 zu 10 mit Trypsin verdaut (3.4.3.1). In
bestimmten Zeitabstdanden wurden Aliquots zur Analyse auf SDS-Gelen enthommen. Die
Resultate sind in Abbildung 4.34 gezeigt. Die Hohe der Proteinbanden korrelieren nicht exakt
mit dem Protein-Standard, was vermutlich mit dem verénderten Laufverhalten auf dem 4-
12 %igen Gradienten-Gel zurtickzufuhren ist.
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Abbildung 4.34: Analyse des Trypsinverdaus der gereinigten Proteine Uber SDS-
Gelelektrophorese. Probenentnahme erfolgte zu den Zeitpunkten 0, 3, 6, 25 und 60 min. Banden der
Volllangenproteine sind mit einem Pfeil markiert. Der Protein-Standard ist in kDa angegeben.
Analysiert wurde auf einem 4-12 %igen Gradienten-Gel (NuPage Novex, Invitrogen GmbH,
Darmstadt).
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Durch Proteolyse mit Trypsin entstanden bei allen getesteten Proteinen distinkte Abbau-
banden, die hohere Proteaseresistenz als die Volllangenproteine besalRen. Bei M1 war dies
allerdings weniger gut zu beobachten. PlyP825, dessen CBD homolog zur CBD511 ist,
zeigte ein &hnliches Abbaumuster jedoch um eine Abbaubande weniger.

Wéhrend bei allen Wildtyp-Endolysinen nach 6 min Inkubation noch Volllangenprotein zu
sehen war, wurden die gescreenten Proteine bereits nach 3 min zu Fragmenten zerlegt.
Dabei hatten K1, EcoGQ6 und EcoGU3 das identische verbleibende Bandenmuster. Diese
drei Proteine haben an Position 1 EADP40 und an Position 2 CBD511.

Der Abbau von Ply511 durch Trypsin wurde bereits untersucht und erfolgt in der CBD am
Sequenzmotiv LLSKIK an K246 und K248 sowie an den hintereinander liegenden Lysinen
K267 K268 (Patent 2009, s. Anhang). Die verbleibenden Proteinfragmente sind 26,5 und
9,9 kDa bzw. 28,5 und 7,9 kDa grof3 und bestehen aus EAD511 mit Teilen der CBD511 bzw.
den C-Termini der CBD511.

In der zur CBD511 homologen Sequenz von PlyP825 ist mit LLAKIK ein &hnliches
Sequenzmotiv wie LLSKIK vorhanden, korrespondierende Aminosauren fur K267 K268
hingegen nicht. Zu dieser Tatsache passend entstanden durch Trypsinverdau von PlyP825
nur Abbaubanden mit den GroéRRen von 23,0 und 11,2 kDa, die vermutlich durch Proteolyse
an LLAKIK herriihren. Die entstandenen Fragmente aus EADP825 mit dem N-Terminus der
CBDP825 sowie der C-Terminus der CBDP825 blieben tber die 60 min Verdau stabil.

M1, dessen EAD500 und CBD511 jeweils hohe Anteile homologer Aminosauren zu PlyP825
aufweisen, wurde im Gegensatz zu PlyP825 und Ply511 ganzlich abgebaut. Somit scheint
EAD500 im Vergleich zu EADP825 in diesem Zeitraum von Trypsin mehrmals geschnitten zu
werden. Allerdings existiert in EADP825 lediglich eine potentielle Trypsin-Schnittstelle
weniger und in beiden EADs ist die Aminoséure der vorangehenden Position ein Lysin
(Daten nicht gezeigt), welches wahrscheinlich bei Exponiertheit in beiden Fallen verdaut
wird. Es wére interessant zu sehen, ob EAD500 auch im Wildtyp-Endolysin Ply500 derart
schnell abgebaut wird, oder ob diese proteolytische Instabilitdt mit der Wahl des
Sequenzabschnittes oder der Fusion an die CBD511 zusammenhangt.

Bei den Proteinen K1, EcoGU3 und EcoGQ6 wurden durch Inkubation mit Trypsin identische
Abbaubanden gebildet. Da alle drei Proteine an Position 1 EADP40 und an Position 2
CBD511 haben und bei EcoGU3 und EcoGQ6 an der dritten Position jeweils EAD500 bzw.
EADP3S5 ist, scheinen die Doméanen an der dritten Position ganzlich von Trypsin abgebaut zu
werden, was beziiglich der EAD500 zu dem bereits beschriebenen Abbau von M1 passt.

Die 60 min lang stabilen Banden von K1, EcoGU3 und EcoGQ6 entstanden vermutlich durch
Proteolyse der CBD511, welche bei vollstdndigem Erhalt der EADP40 bei 33,5 + 9,7 und
31,3 + 11,9 kDa liegen sollten. Die verbliebenen Banden von K1, EcoGQ6 und EcoGU3
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wirken jedoch kleiner, was durch einen weiteren Trypsinverdau in der EADP40
hervorgerufen werden konnte.

Die Abbaubanden von PlyP40 und von EcoGP8 kdnnen nicht zugeordnet werden, die
Ergebnisse zeigten jedoch in PlyP40 zwei und in EcoGP8 mindestens zwei zugéngliche
Trypsin-Schnittstellen, von denen zumindest eine in der EADP4O0 liegt, wie die Resultate von
K1, EcoGU3 und EcoGQ6 vermuten lassen.

Insgesamt war von den Wildtyp-Endolysinen l&nger nicht abgebautes Protein vorhanden als
von den gescreenten Kandidaten. Die Stabilitaten dieser Proteine sollten daher vor einer
Anwendung beispielsweise durch Zufallsmutagenese und Veré&nderung der verwendeten

Domanenabschnitte optimiert werden.

4.3.3.2 Thermische Stabilitat

Die gescreenten chiméren Proteine und die Wildtyp-Endolysine wurden zum Vergleich
beziglich ihrer thermischen Stabilitat analysiert. Hierzu wurden Aliquots der Proteine bei
55°C inkubiert und nach verschiedenen Zeitpunkten bis zu 50 min auf Restaktivitat mittels
Lysetest (3.4.3.4) uberpruft. Um wéahrend der Messung pufferbedingte pH-Veranderungen zu
vermeiden, erfolgte die thermische Inkubation in Phosphatpuffer. Abbildung 4.35 stellt die
Ergebnisse graphisch dar und die ermittelten Halbwertszeiten sind in Tabelle 4.20 gezeigt.
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@ 20 min
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m 50 min

% Restaktivitat

Ply511 PlyP40 PlyP825 M1 K1 EcoGQ6 EcoGU3 EcoGP8
Protein

Abbildung 4.35: Erhalt der Aktivitat nach Inkubation bei 55°C. Die Probennahme erfolgte nach O,
10, 20, 30, 40 und 50 min.

Das temperaturstabilste Protein war unter diesen Bedingungen Ply511, gefolgt von K1. Fur
diese beiden Proteine konnten die tso-Werte nicht aus der Messung abgelesen werden und
wurden extrapoliert. Ply511 wirde demnach nach 118 min bei 55°C noch 50 % der Rest-

aktivitat besitzen und K1 nach 59 min. Die Temperaturstabilitat von M1 war vergleichbar mit



4 Ergebnisse 127

den Wildtyp-Proteinen PlyP40 und PlyP825. Am wenigsten stabil waren die 3-Domanen
Proteine.

Tabelle 4.20: Halbwertszeiten der Endolysine bei 55°C. *Errechnet durch Extrapolation.

Protein | Ply511 | PlyP40 | PlyP825 M1 K1 EcoGQ6 | EcoGU3 | EcoGPS8
t50(55°C) | 118 min* | 40 min 45 min 40 min | 59 min* | 23,5 min 30 min 13 min

Ply511 zeigte nach 50 Minuten Inkubation bei 55°C fast 80 % Restaktivitat und war daher in
dieser Testung stabiler als N-terminal His-markiertes His-Ply511, welches nach 30 min bei
50°C nur noch 70 % verbleibende Aktivitat hatte (Schmelcher, 2007). NHis-Ply511 besal} in
derselben Messreihe dabei hohere thermische Stabilitaten als NHis-Ply500 mit 50 % Aktivitat
nach 30 min oder NHis-PlyP35 mit ca. 30 %. Die Ergebnisse dieser His-markierten Wildtyp-
Endolysine sind vermutlich aufgrund des His-tags nicht ganzlich Gbertragbar, wie allein der
Vergleich von Ply511 und NHis-Ply511 zeigt, sie geben jedoch einen Hinweis auf die
abnehmende Stabilitat von Ply511 zu Ply500 zu PlyP35.

Die im Vergleich zu K1 thermisch weniger stabilen Konstrukte EcoGU3 und EcoGQ6 mit
zusatzlicher EAD500 bzw. EADP35 an der dritten Position kdnnten daher auch von den
intrinsisch geringeren thermischen Stabilitaten der EADs aus Ply500 und PlyP35 negativ
beeinflusst werden. Es scheint in den chimaren Konstrukten allerdings generell eine
Tendenz zu geben, dass Kandidaten mit drei Doméanen schneller inaktiviert wurden als jene
mit zwei Doméanen. Dies ist auch erklarbar, wenn man bedenkt, dass diese Doméanen ohne
weitere Optimierung und vorhersagbaren stabilisierenden Interaktionen aneinander ligiert
wurden.

Dadurch ist auch interessant, dass die thermischen Stabilitdten der chiméren 2-Domanen
Proteine mit denen der beiden Wildtyp-Proteine PlyP825 und PlyP40 mindestens
vergleichbar, im Fall von K1 sogar héher waren. Die Stabilitdt von K1, welches aus EADP40
und CBD511 besteht, lag damit beziglich der thermischen Stabilitdt zwischen den Werten
der parentalen Proteine PlyP40 und Ply511, so dass in K1 anscheinend weniger die
Verbindung der Doménen als mehr die Eigenschaften der Doméanen die Stabilitat
beeinflussten.

Bei Gegenuberstellung der Proteine M1 und PlyP825 mit vergleichbarer Doméanen-
kombination zeigt hierzu, dass die verbleibende Aktivitat von M1 zu Beginn deutlich schneller
abnahm als von PlyP825. Méglicherweise ist dies ein Hinweis auf vorhandene stabilisierende
ionische Wechselwirkungen beispielsweise von der EAD zum Linker und zur CBD sowie vom
Linker zur CBD im PlyP825.

Eine langere Lagerung von Lebensmitteln und die damit verbundene Anwendung der

Zellwandhydrolasen geschehen maximal bei Raumtemperatur. Da zudem die Lyse der
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Listerien-Zellen sehr schnell erfolgt, spricht die geringe Temperaturstabilitdt wvon
beispielsweise EcoGQ6, EcoGU3 und EcoGP8 nicht gegen eine Anwendung im
Lebensmittel. Vielmehr wére die Langzeitstabilitdt der Proteine entscheidend, um diese zu
ermitteln missten allerdings Uber weitere Reinigungsschritte samtliche stérenden Proteasen

von den Proteinen abgetrennt werden.

4.3.3.3 Chemische Stabilitat gegen Guanidin-Hydrochlorid

Die gereinigten Proteine wurden bezuglich der chemischen Stabilitat gegentber Guanidin-
Hydrochlorid untersucht (3.4.3.3). Die Auswirkung von GdnHCI auf Ply511 wurde bereits
untersucht (Pieper, 2005) und demnach ist das Protein bis 1 M GdnHCI stabil und wird bei
1,6 M zu 50 % denaturiert. Fir die Auswahl der Messpunkte wurden diese Angaben als
Grundlage verwendet. Da nach 24 h die Denaturierung noch nicht abgeschlossen war,

wurden die Daten nach funf Tagen Inkubation erhoben.
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Abbildung 4.36: Denaturierung der gereinigten Proteine tiber GdnHCI. Die Inkubation der Proben
mit jeweils 274 pmol/ml Protein erfolgte bei Raumtemperatur fur finf Tage. Gemessen wurde mit einer
Anregungswellenlange von 280 nm und Emissionswellenlange von 326,5 nm bei Ply511, von
317,5 nm bei PlyP40, von 370 nm bei PlyP825, von 387,5 nm bei M1, von 318 nm bei K1, von 321 nm
bei EcoGQ6, von 317,5 nm bei EcoGU3 und von 318 nm bei EcoGP8. Die spektrale Bandbreiten fur
Anregung betrug 5 nm und fir Emission 10 nm.

Abbildung 4.36 zeigt die relative Fluoreszenz in Abhangigkeit der Konzentration von GdnHCI

fur die analysierten Proteine. Graphisch zusammengefasst wurden die Proteine M1 und
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PlyP825, die beide aus einer N-terminalen (bei PlyP825 putativen) Peptidase und einer
CBD511 oder CBD511-homologen Domane am C-Terminus bestehen. Auch PlyP40, K1,
EcoGQ6 und EcoGU3 wurden gemeinsam dargestellt, diese Proteine beginnen alle mit
EADP40.

Denaturierung fihrte bei Ply511, PlyP40, K1, EcoGQ6, EcoGU3 und EcoGP8 zu einer
Signalabnahme, bei M1 und PlyP825 zu einer Zunahme. Ply511 zeigte sich als das
chemisch stabilste Protein der untersuchten Kandidaten. Ply511 war in etwa bei 1,65 M
GdnHCI zu 50 % denaturiert. Die cso-Werte fur die anderen Proteine lagen niedriger. Aus
diesen Kurven kdnnte man Werte zwischen 0,85-1,1 M GdnHCI abschétzen, flr genauere
Bestimmung mussten engere Punkte zwischen 0-1,5 M GdnHCI genommen werden.

Bei der geringsten GdnHCI-Konzentration von 50 mM tendierten die Proteine Ply511,
PlyP40, K1, EcoGQ6 und EcoGU3 entweder zu Aggregation oder zu Adsorption an die
GefaRwande der Reaktionsgefal3e. Dieser Effekt konnte bei 0,5 M GdnHCI unterdriickt
werden, deshalb sind die Messwerte bei dieser Konzentration héher als bei 50 mM GdnHCI.
Beim Vergleich der Kurven fur EcoGQ6, EcoGU3, K1 und PlyP40 ergab sich ein flacherer
Abfall der Steigung bei htheren GdnHCI-Konzentrationen bei den 3-Doméanen Proteinen.
Dies konnte auf unabhangig voneinander entfaltende Domanen zuriickzufiihren sein.
Insgesamt zeigten die Domdanenkombinationen jedoch keine aufféllig abweichenden

chemischen Stabilitaten.



130 4 Ergebnisse




5 Diskussion 131

5 Diskussion

Ein Ziel dieser Arbeit war es, eine Methode zur zufalligen Kombination von Protein-
Domaénen, speziell Endolysin-Domanen, zu entwickeln. Uber je nach beabsichtigter Protein-
Applikation definierte Screening-Schritte wurden anschlieBend Varianten mit den
erforderlichen Eigenschaften selektiert. Damit soll die bisherige Strategie abgeldst werden,
einzelne Konstrukte zu entwerfen, zu klonieren, zu reinigen und zu testen, die sehr
zeitaufwandig und arbeitsintensiv ist und zudem meist nicht zu funktionsfahigen Enzymen
fuhrt (Daniel et al., 2009).

Ein moglicher Grund fir unbrauchbare Domanenkombinationen ist, dass nicht aus-
geschlossen werden kann, dass die Domanen in allen Wildtyp-Proteinen tatsachlich vollig
unabhangig voneinander sind. Die Struktur des Endolysins Cpl-1 aus einem Streptococcen-
Phagen zeigt beispielsweise, dass die Domanen miteinander interagieren. Der C-Terminus
der CBD befindet sich in einer hydrophoben Grube der EAD, wodurch die hydrophobe
Berthrungsflache abgeschirmt wird. Diese hydrophobe Grube ist im strukturhomologen,
nicht modularen Bakteriozin Cellosyl nicht vorhanden (Hermoso et al., 2003). Eine derartige
Interaktion konnte auch bei dem Listerien-Endolysin PlyPSA nicht beobachtet werden
(Abbildung 1.7, S. 13; Korndorfer et al., 2006).

5.1 Generierung und Screening einer Genbank aus 19 zufallig

kombinierten Domanen

5.1.1 Konzeption der Klonierungsstrategie

Eine geeignete Klonierungsmethode sollte dazu fiihren, dass mehrere, vollig
unterschiedliche Domanen auf DNA-Ebene zuféllig miteinander kombiniert werden kdnnen.
Die Methode der Klonierung sollte die Anzahl der verschiedenen zu kombinierenden
Domanen nicht beschréanken und die Generierung von Proteinen aus einer definierten
Anzahl von 2, 3 oder auch mehr Domanen erlauben. Dabei sollten alle Domanen
grundsatzlich an allen Positionen zugelassen werden. Aulerdem sollen die eingesetzten
Domaénen keinerlei Voraussetzungen wie z. B. Homologien mit sich bringen mussen.

Im Fall der Endolysine sollten so auch Molekule mit N-terminaler CBD und C-terminaler EAD
entstehen kdnnen. Ein solcher Aufbau ist von bisher bekannten Endolysinen aus Phagen
gegen grampositive Bakterien nicht bekannt (Fischetti, 2010). Bei anderen Zellwand-
Hydrolasen wie den Autolysinen sind die enzymatisch aktiven Domanen jedoch auch am

C-Teminus zu finden. Ebenso bei den Endolysinen ®KZ144 und EL188 aus Phagen gegen
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Pseudomonas, einem gramnegativen Bakterium, sind die Zellbindedom&nen N-terminal und
die enzymatisch aktiven Doméanen C-terminal angeordnet (Briers et al., 2007).

Fur spatere Variationen der Methode oder nachfolgende Generationen basierend auf einem
ersten Screening sollte es moglich sein, bestimmte Sequenzen nur an einer gewunschten
Position zuzulassen, wie beispielsweise Doméanen, die erfahrungsgemafR nur an einer
Position optimal funktionsfahig sind. Zusétzlich sollte eine nachtragliche Modifikation wie

z. B. der gezielte Austausch einzelner Doméanen leicht mdglich sein.

Grundsatzlich gibt es zwei verschiedene Ansatze zur in vitro-Fusion von DNA-Fragmenten:
Uber Aneinanderreihung mit Hilfe homologer Abschnitte in einer PCR-Reaktion oder durch
Ligation zueinander passender Enden. Vorraussetzung ist in jedem Fall die Verwendung
positionsspezifischer Sequenzabschnitte, um eine gerichtete Assemblierung zu ermdglichen.
Im Folgenden werden Beispiele zu beiden Vorgehensweisen kurz vorgestellt und
anschliel3end die Wahl der hier verwendeten Methode diskutiert.

Fiur eine zuféllige Kombination von DNA-Fragmenten mittels PCR missen die Fragmente
zunachst beidseitig mit den spéater rekombinierenden Sequenzabschnitten versehen werden.
Daflr muss jedes Fragment die fir jede Position spezifische Sequenz erhalten. Basierend
auf den Prinzipien von OE-PCR (Horton et al., 1989) und DNA-Shuffling (Stemmer et al.,
1994) konnen dann innerhalb einer PCR-Reaktion alle Abschnitte miteinander
rekombinieren.

Gegen die Fusion der Endolysin-Domé&nen mittels PCR spricht, dass nicht nur die
identischen terminalen Abschnitte der Fragmente annealen kdnnen, sondern auch die
Domé&nen mit sich selbst. Daher kann es zur unvorhergesehenen Aneinanderreihung von
Doméanen kommen.

Zusatzlich kénnen sich auch Deletionen aufgrund homologer Linkersequenzen ereignen. So
wurden wahrend einer Amplifikation von ply511 dber PCR auch Produkte amplifiziert, bei
denen die erste Subdoméane der CBD deletiert war. Dies begriindet sich darin, dass der
Linker zwischen EAD und CBD mit dem Linker zwischen den beiden Subdoméanen der CBD
Ahnlichkeiten aufweist (Daten Hyglos GmbH, nicht veroffentlicht). Bei Einsatz von mehreren
Domé&nen mit identischem synthetischen Linker wirde dieses Problem zudem verstarkt. Das
Design und die Klonierung von individuellen synthetischen Linkern hingegen ware auf3erst

aufwendig.

Aus diesen Griinden sollte die hier verwendete Methode nicht auf Rekombination mittels
PCR beruhen, sondern Uber Ligation geschehen. Insbesondere sollte dabei die zuféllige
Aneinanderreihung der Domanenfragmente nicht Uber blunt-end Ligation erfolgen, dies

wirde zwar eine schnelle Vorbereitung der Fragmente ermdéglichen, jedoch zu vollig
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unkontrollierten Reaktionen und zu einem hohen Prozentsatz unproduktiver Ligationen
fuhren.

Im Allgemeinen kdnnen definierte, fusionierbare Enden beispielsweise durch Restriktions-
enzyme, Uracil-Excision (Nisson et al., 1991; Smith et al., 1993) sowie diverse Exonukleasen
wie die Lambda Exonuklease, deren Aktivitdit von Phosphorothiolaten in der Sequenz
gestoppt wird (Liu und Liu, 2010), oder Vaccina Topoisomerase | (Shuman et al., 1994)
gebildet werden. Des Weiteren kann Inkorporation von zu Basen alternativen Resten wie
1,3-Propandiol (Gade et al., 1993; Kaluz und Flint, 1994) oder RNA-DNA-Hybridmolekiile in
Kombination mit Enzymen, die jeweils nur eine dieser Nukleinséduren als Substrat erkennen
(Coljee et al., 2000; Donahue et al., 2002, Li und Gao, 2007), zu Uberhangenden Enden
fuhren.

Ein gemeinsames Prinzip dieser Methoden ist, dass die zu kombinierenden DNA Fragmente
fur die Ligation vorbereitet werden missen, indem Schnittstellen bzw. Erkennungs-
sequenzen sowie positionsspezifische, homologe Nukleotidbereiche fir eine orientierte
Fusion angefligt werden. Diese kdnnen Uber PCR-Primer, Ligation oder auch mit Hilfe von

Gensynthese an die zu kombinierenden Fragmente angehangt werden.

Ein Schwerpunkt der in dieser Arbeit entwickelten Methode stellt die Moglichkeit dar, die
gescreenten Molekiile nachtraglich zu modifizieren. Deshalb sollten die aneinandergereihten
Gene als eigenstandige Blocke erhalten bleiben. Dazu bietet sich die Verwendung
positionsspezifischer Restriktionsschnittstellen an. Es wurden Restriktionsschnittstellen fir
Restriktionsendonukleasen vom Typ Il verwendet, welche in groRer Vielfalt kommerziell
erhéltlich sind.

Alle zu kombinierenden Domaéanen liegen in Plasmiden vor, die als Matrizen fir die
Amplifikation positionsspezifischer Fragmente Uber PCR dienen. Hierbei wird fir jede
Position lediglich ein Primerpaar bendtigt, um die entsprechenden Restriktionsschnittstellen
einzufihren. Die sequentielle Ligation und Restriktion an der Festphase beseitigen das
Problem ungerichteter Ligationen und ermoglichen zudem eine einfache Entfernung

unerwinschter Nebenprodukte und Pufferkomponenten.

Andere Mdglichkeiten fur die Umsetzung der zufélligen Kombination von Doméanen oder
Genabschnitten mit Hilfe von Ligation wurden mit den Methoden Y-Ligation-based block
shuffling (YLBS; z. B. 8 Blocke, die untereinander geshuffelt wurden, Kitamura et al., 2002),
Sequence Independent Site-Directed Chimeragenesis (SISDC; 8 Positionen zu je 2
Fragmenten, Hiraga und Arnold, 2003), Uracil-Specific Excision Reagent (USER) friendly
DNA recombination (USERec; 10 Positionen zu je 2 Fragmenten, Villiers et al., 2010) und
Golden Gate Shuffling (9 Positionen zu je 3 Fragmenten, Engler et al., 2009) beschrieben.
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Bei der Methode YLBS liegen zu kombinierende Fragmente linear und einzelstrangig vor.
Uber Annealing an homologen Randsequenzen werden Fragmente fiir verschiedene
Positionen in rAumliche Nahe zueinander gebracht und miteinander ligiert. PCR mit Primern,
die an den homologen Randbereichen annealen, amplifiziert die Fusionsprodukte und
gezielter Verdau mit Restriktionsenyzm Typ lIs entfernt die homologen Randbereiche auf
einer Seite. Restriktionsenzyme vom Typ lls sind Endonukleasen, die auRerhalb ihrer
Erkennungssequenz schneiden. AnschlieRende Separation der dsDNA zu ssDNA fihrt zu
neuen einzelstrangigen DNA-Fragmenten mit jeweils zwei Fragmenten, welche in eine neue
Runde eingesetzt werden kdénnen (Kitamura et al.,, 2002). YLBS wurde bisher mit
FragmentgroRen zwischen 30 und 160 Nukleotiden durchgefiihrt. Nach Kitamura und
Mitarbeitern kann diese Technik jedoch auf Neukombination von gré3eren Fragmenten
ausgedehnt werden, die fir 100 oder mehr Aminosauren codieren, und damit kdénnten
Proteine mit bis zu 300 Aminosauren gebildet werden. Somit ware YLBS auf Endolysin-
Domanen anwendbar. Durch die schrittweise Ligation ist es ausreichend, dass die
Fragmente fir alle Positionen mit den gleichen homologen Sequenzen kloniert werden, was
einen grofRen Vorteil in der Vorbereitung bedeutet. Allerdings ist zu erwdhnen, dass umso
geringere Ausbeuten erzielt werden, je l&nger die kombinierten Fragmente sind und je héher
der Unterschied zwischen den Fragmentgrof3en ist. Zudem ist die Durchfihrung von YLBS
sehr aufwandig. So sind zwischen den einzelnen Fusions-Schritten Analysen, Reinigungen
mit Hilfe von Agarose-Gelelektrophorese und Schritte flir Separation der DNA-Einzelstrange
sowie gegebenenfalls auch DNA-Amplifikationen nétig. Auch besteht die Mdglichkeit, dass
z.B. identische Linkersequenzen innerhalb verschiedener Fragmente sowie das
Vorhandensein derselben Domanensequenz an verschiedenen Positionen dazu flihren, dass
praferiert identische Domanen aneinander gereiht werden. Dies kdnnte auch aus den
dargestellten Ergebnissen von Kitamura et al. (2002) abgeleitet werden.

SISDC wurde zur Rekombination von Bereichen innerhalb von Genen entwickelt. An die zu
kombinierenden Fragmente werden Sequenzabschnitte mit Erkennungssequenzen eines
Restriktionsenzyms vom Typ llIs eingefuhrt. Durch beidseitigen Verdau werden diese
Sequenzabschnitte entfernt und Fragmente kénnen rekombinieren (Hiraga und Arnold, 2003;
Farrow et al., 2010).

USERec ist eine Shuffling-Methode, die sich der Strategie der Uracil-Excision bedient.
(Nisson et al., 1991; Rashtchian et al., 1992; Smith et al., 1993; Booth et al., 1994). Dabei
wird 7-12 nt vom 5’-Terminus Uber PCR ein Uracil eingeflihrt und die Base im Anschluss von
Uracil-DNA Glykosidase (UDG) entfernt. Nach Spaltung des Phosphodiester-Ruickgrats der
DNA an dieser Stelle mit Glykosylase-Lyase Endo VIl entstehen einzelstrangige Uberhénge
(Nour-Eldin et al., 2006; Bitinaite et al., 2007; Geu-Flores et al., 2007).
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Die Methode des Golden Gate Shufflings (Engler et al., 2008 und 2009; Engler und
Marillonnet, 2011) wurde wahrend dieser Arbeit veroffentlicht und zeigt eine elegante
Weiterfihrung der Klonierungsstrategie des DNA Splicing by directed ligation (SDL;
Lebedenko et al., 1991; Berlin, 1999). Jedes zu kombinierende DNA-Fragment liegt in einem
Donorplasmid vor. An den Vektorgrenzen der Donorplasmide sind Erkennungssequenzen
eines Restriktionsenzyms Typ lls. Gleichzeitige Inkubation von Akzeptor- und Donor-
plasmiden mit Ligase und Restriktionsenzym in einer Reaktion fiihrt zu positionsspezifischem
Shuffling.

Die Methoden SISDC, USERec und Golden Gate Shuffling waren durchaus auf die
Problematik der Neukombination von Endolysin-Domé&nen Ubertragbar, besonders attraktiv
erscheint dabei die geringe Dauer des Shufflings der Genfragmente. Fur das Golden Gate
Shuffling werden dafir beispielsweise je nach Komplexitat einer Genbank 70 min bis 4,5 h
bendtigt (Engler und Marillonnet, 2011).

Fur die Praktikabilitdt einer Methode der zufalligen Kombination von Doménen ist es jedoch
nicht nur entscheidend, dass der eigentliche Schritt der Neukombination schnell erfolgen
kann. Ein &aulerst bedeutsamer und zeitaufwendiger Schritt ist die damit verbundene
Probenvorbereitung. So wird beispielsweise fir ein Protokoll folgend der Strategie von
SISDC angegeben, dass der eigentliche Shuffling-Schritt innerhalb eines Tages erledigt
werden kann, die vollstandige Durchfihrung jedoch vier bis acht Wochen erfordern kann
(Farrow et al.,, 2010), was sich mit dem hohen Klonierungsaufwand zur Erstellung der
Ausgangskonstrukte begriinden lasst. Denn sowohl bei SISDC als auch bei den oben
genannten Methoden USERec und Golden Gate Shuffling muss fir jede Position einer jeden
Domane ein Amplifikat mit verschiedenen Enden hergestellt werden. Somit wéren bei einer
Kombination von 19 Domdanen an beispielsweise drei Positionen 114 Primer in 57
verschiedenen PCR-Ansétzen ngtig. Die Ligation in einen Vektor, der diese Randbereiche
einbringt, wie es auch fur die Vorgehensweise des Golden Gate Shufflings beschrieben
wurde (Engler und Marillonnet, 2011), wirde 57 Klonierungen und Transformationen mit

anschliel3ender Auffindung korrekter Klone erfordern.

Bezuglich der Probenvorbereitung weist die hier erstellte Methode einen wesentlichen Vorteil
auf. Hier wird jede Doméane einmal als Matrize in ein Plasmid kloniert und anschliel3end tber
PCR fir jede Position amplifiziert. Dazu wird fir jede Domanenposition nur ein Primerpaar
verwendet, welches auf dem angrenzenden Plasmid annealt und die Sequenzen fir die
bendtigten Schnittstellen enthalt.

Ein weiterer Vorteil ist, dass die Einfuhrung der Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen
vom Typ Il zu keiner grol3en Veranderung der Linkerregion fuhrt, es verbleiben lediglich

sechs Basenpaare. Dies ist bei allen Methoden zur gerichteten Assemblierung von DNA-
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Fragmenten, die lange einzelstrangige Uberhénge verwenden wie z. B. In-Fusion™ (Benoit
et al.,, 2006; Zhu et al., 2007; Sleight et al., 2010), Sequence and Ligation-Independent
Cloning (SLIC; Li und Elledge, 2007), Isothermale Assemblierung (Gibson et al., 2009) und
Circular Polymerase Extension Cloning (CPEC; Quan und Tian, 2009 und 2011) nicht
moglich. Hier werden je nach Methode bis zu 14 Aminosauren durch die Uberhange
eingefuhrt, wodurch die proteineigenen Linker nicht oder nur reduziert beibehalten werden

konnen.

Ein interessanter Ansatz ware die Synthese der Probenvorbereitung, wie sie in dieser Arbeit
entwickelt wurde mit der parallelen, kontrollierten Fusionsstrategie des Golden Gate
Shufflings. Eingesetzt wiirden dann keine Donorplasmide, sondern Donor-PCR-Produkte mit
Erkennungsstellen fur Restriktionsenzyme Typ lls. Anders als in dieser Arbeit wirden die
Restriktionsschnittstellen jedoch nicht beibehalten werden und waren fir spatere

Modifikationen nicht verwendbar.

5.1.2 Auswertung von Initial- und Spezifitats-Screening

Bei der Auswertung des Initial-Screenings fiel auf, dass Lysehdéfe bei 2-Domanen Proteinen
groler erschienen, als bei den 3-Doméanen Proteinen. Dies lag vermutlich daran, dass
kleinere Proteine im Agar besser diffundieren kdnnen, daher lasst die Beobachtung keine
Aussage Uber ihre Aktivitat zu. Auch bei C-terminaler Verkirzung des Endolysins Ply511 war
festzustellen, dass das verklrzte Enzym grofiere Lysehodfe bildete (Gaeng et al., 2000),
obwohl es geringere spezifische Aktivitdt aufwies (Profos AG, Daten nicht verdffentlicht). Im
Initial-Screening wurde daher zwar die Grofe der Lysehdfe dokumentiert, da jedoch auch
andere Faktoren, wie Hohe der Expression und Léslichkeit, die Lysehofgréen beeinflussten,
wurden sie nicht als Ausschlusskriterium von Kandidaten herangezogen.

Im Fokus des Initial-Screenings stand zunachst, moglichst viele der aktiven Varianten
aufzufinden. Im verwendeten Testsystem ist dabei problematisch, dass nur von aktiven und
I6slichen Enzymen auf den Screening-Platten Lysehdfe gebildet werden kénnen und die
Vielzahl der Konstrukte bei verschiedenen Temperaturen vermutlich unterschiedlich gut
I8slich exprimiert wird. Damit trotzdem moglichst viele aktiven Kandidaten I6slich exprimiert
wurden, wurden die Platten im Screening nach Induktion zunachst bei 30°C und danach bei
Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss bei 4°C gelagert. Wahrend der Lagerung bei
4°C sterben mehrere E. coli Zellen der Kolonien ab und setzen die exprimierten Proteine aus
den Zellen frei. Somit kénnen auch aktive Enzyme detektiert werden, die nur gering
exprimiert werden.

Durch beschriebene Vorgehensweise wurden vermutlich auch Varianten erfasst, die keine

CBD hatten oder eine CBD mit der fur den im Initial-Screening verwendeten Stamm falschen
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Serovarspezifitat. Denn solche Varianten konnten sich bei gut I6slicher Expression uber den
Beobachtungszeitraum immer mehr anhdufen und dadurch Lysehdfe bilden. An dieser Stelle
ist zudem darauf hinzuweisen, dass im Spezifitats-Screening alle Varianten akzeptiert
wurden, die auf mindestens 3 der 4 getesteten Listerien Lysehdfe bildeten. Die
zugestandene Lucke trat hauptsachlich bei Listeria innocua S1147 mit sv 6a auf, einem
nicht-pathogenen Listerienstamm. Die Lyse von nicht-pathogenen Listerien ist einerseits
wilnschenswert, da Listerien im Lebensmittel erst nach Serotypisierung in ,pathogen® und
,hicht-pathogen® klassifiziert werden kénnen und auflerdem die Auffindung eines nicht-
pathogenen Stammes angesichts seiner haufigen Vergesellschaftung mit dem krankheits-
verursachenden Keim Listeria monocytogenes weitere Kontrollen nach sich zieht (Kramer,
2007). Trotzdem ware fur eine Anwendung auch ein Enzym geeignet, welches allein gegen
Listeria monocytogenes gute Effektivitdt besalRe. Wirden die Stringenz erhéht und nur
Kandidaten weiter verwendet, bei denen auch Lyse von sv 6a zu beobachten ist, wirden 17
von 28 Varianten mit serotypischer bzw. ohne CBD und 20 von 129 Varianten mit theoretisch
breit bindender CBD aussortiert werden.

Allerdings wurden entsprechende Varianten ohnehin in den folgenden Screening-Schritten
mit hitzeinaktivierten Zellen in Flissiglysetests bis auf 3 Kandidaten mit breit bindender CBD
(EcoFB1c, EcoFP1, EcoAA3e) und 4 Kandidaten mit serovarspezifischer CBD (EcoGA?7,
EcoGY10, EcoGB9, EcoGP8) entfernt. Die verbleibenden Kombinationen mit serovar-
spezifischer CBD lieferten Uberraschend gute Ergebnisse gegen lebende Listerien, so dass

eines davon, namlich EcoGP8, zur naheren Charakterisierung gereinigt wurde.

Vorkommen der eingesetzten Domanen

Insgesamt wurden in den beiden Genbanken mit 2- und 3-Domanen Proteinen alle
eingesetzten Domanen gefunden, jedoch nicht jede Domane an jeder Position. Fir eine
reprasentative, statistische Auswertung hatten die Genbanken auf Platten ohne
Selektionsdruck plattiert und zufallig ausgewahlte Klone sequenziert werden mussen. Fur
einen moglichst grolen Kenntnisgewinn Uber die aktiven Kandidaten sollten jedoch auf jeden
Fall alle positiven Varianten aus dem Spezifitdts-Screening sequenziert werden. Auch aus
Kostengrinden wurden nicht-positive Klone deshalb nur im Rahmen der 2 Domanen
Genbank sequenziert und ausgewertet (4.2.1.5). Dies ergab dennoch einen guten Hinweis
darauf, dass die Klonierungsstrategie nicht zu einer Haufung bestimmter Domanen an

bestimmten Positionen fihrte.

Unter Einbezug der Proteine mit alleiniger serovarspezifischer CBD wurde bis auf CBD025
jede CBD an jeder Position gefunden. Bei den haufig gefundenen, breit bindenden

Zellbindedomanen fiel auf, dass die CBDP40-Varianten kaum am N-Terminus zu finden
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waren. Dieses Verhalten war unabhéngig von dem Vorhandensein des C-terminalen Linkers,
da es auch auf CBDP40nls zutraf. Es scheint, dass die CBDP40-Varianten am N-Terminus
zu nicht funktionsfahigen Proteinen fiihrten. Ob dies an fehlender Bindeféhigkeit oder
negativen strukturellen Einfliissen lag, kann nicht gesagt werden. Ein weiterer Hinweis fur die
nicht vorhandene oder geringe Aktivitat der CBDP40-Varianten am N-Terminus ist, dass im
Falle von N-terminaler Positionierung der CBDP40-Varianten in allen drei Féllen eine zweite
CBD vorhanden war: zweimal CBD511 (EcoGO5, EcoK8) und einmal CBDP35 (EcoAA3e).

Obwonhl keine natirlichen Phagen-Endolysine gegen grampositive Bakterien mit N-terminaler
CBD und C-terminaler EAD beschrieben sind (Fischetti, 2010), konnte hier kein Unterschied
in der Fahigkeit zur Lysehofbildung in den ersten Screening-Schritten beobachtet werden.
Auch in den spéateren Screening-Schritten auf gewiinschte Eigenschaften waren Kandidaten
mit N-terminalen oder mittig gelegenen CBDs und C-terminalen EADs dabei. Selbst das am

Ende ausgewdahlte EcoGU3 weist in der mittigen Position eine CBD auf.

Die 2-Domaéanen Proteine enthielten bis auf die Autolysin-Domane MurA-Var2 nur EADs aus
Endolysinen. Nicht gefunden wurden EADgp29, Cellosyl, IspC und Slel.

Die Analyse der 3-Domanen Proteine zeigte, dass in Konstrukten mit nur einer EAD
dieselben EADs vertreten waren wie in den gescreenten 2-Domé&nen Proteinen, eine
Ausnahme bildete ein Konstrukt mit Cellosyl und zwei CBDs. Alle anderen EADs (Slel,
EADgp29, IspC, MurA) waren nur in Kombination mit einer zweiten EAD zu finden, die auch
als alleinige EAD vorkam. Da die einzelnen EADs zuvor als aktiv getestet wurden (4.1.2.3),
spricht dieser Aspekt fur nicht vorhandene Funktionalitat dieser EADs, wenn sie mit einer der
CBDs fusioniert wurden.

In den Wildtyp-Endolysinen kommen die verwendeten EADs am N-Terminus vor, somit war
die Betrachtung interessant, ob es H&aufungen der einzelnen EADs an bestimmten
Positionen gab. Zwar wurden einzelne Konstrukte haufiger gefunden als andere, aber das
Vorkommen der Endolysin-EADs innerhalb der Konstrukte mit breit bindender CBD zeigte
keine eindeutigen Praferenzen fiir eine der beiden Domanenpositionen und alle Endolysin-
EADs aulRer EADB054 wurden in den 2-Domé&nen Proteinen sowohl N- als auch C-terminal
gefunden. Auffallig war lediglich eine deutliche Haufung der EADP40 an der N-terminalen
Position. Diese Beobachtung korreliert mit der Tatsache, dass die CBDP40-Varianten
hauptséchlich C-terminal gefunden wurden. Hierfir wére eine Interaktion von EADP40 und
CBDP40 im Wildtyp-Endolysin eine Erklarung, was hiel3e, dass die Domanen nur dann
gemeinsam agieren kénnen, wenn sie in einer gerichteten Reihenfolge und Anordnung
zueinander auftreten. Die Ursache konnte strukturell bedingt sein, so zeigt beispielsweise die

geloste Struktur des Endolysins Cpl-1 aus einem Streptococcen-Phagen, dass die EAD und
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CBD durch hydrophobe Wechselwirkungen und Salzbriicken miteinander in Wechselwirkung
stehen, wodurch die Domanen ideal zueinander orientiert werden (Hermoso et al., 2003).
Cellosyl ist homolog zur EADP40, im Gegensatz zur EADP40 ist Cellosyl allerdings schlecht
l6slich exprimiert, was vermutlich die geringe Haufigkeit des Auftretens beeinflusst hat. Es
kénnte zudem sein, dass die verwendete Cellosyl-Domane nicht die vollstandige Aktivitat
besal3, denn zum einen wurde der synthetische Linker angehéangt und zum anderen ist in der
Struktur eine Disulfidbricke zu sehen (Rau et al., 2001), so dass Cellosyl unter den
gewadhlten Expressionsbedingungen unter Umsténden teilweise nicht korrekt gefaltet war.
Die einzige enzymatisch aktive Domane, die nicht aus einem Phagen-Endolysin stammt und
in 2- und 3-Domanen Proteinen vorkam, war MurA-Var2. MurA-Var2 stammt aus dem
Autolysin MurA, somit sind EADs aus Autolysinen fiir die Erstellung zukinftiger Genbanken
grundsétzlich geeignet.

Die anderen verwendeten Autolysin-EADs IspC und Slel und die Domé&ne aus dem
Phagenschwanzprotein EADgp29 traten innerhalb der gescreenten Proteine nur in
Kombination mit anderen EADs in den 3-Domé&nen Proteinen auf. Alle drei waren statistisch
gesehen stark unterreprésentiert, was vermutlich bei Slel durch die schlechte L&slichkeit
und bei IspC durch die nicht erkennbare Expression und Loéslichkeit (trotz optimierter DNA-
Sequenz) beeinflusst wurde. Dies kann nicht fir EADgp29 gelten, welche deutlich und sehr
gut exprimiert wurde.

Es ist durchaus mdglich, dass die derart klonierten Doméanen in den Kombinationen nicht
funktionsfahig waren. Es gibt allerdings Beispiele fir funktionelle Chiméaren zwischen
Endolysinen und Autolysinen, wie die Chimaren des Endolysins Cpl-1 mit dem Autolysin
LytA (Diaz et al., 1990) oder dem Autolysin LYC (Croux et al.,1993) sowie des Endolysins
Cpl-7 mit dem Autolysin LytA (Diaz et al., 1991) zeigten. Zudem wurden aktive Konstrukte
aus dem Bakteriozin Lysostaphin mit dem Endolysin B30 (Donovan et al., 2006) und von

Endolysinen mit Phagenschwanzproteinen beschrieben (Patent: WO/2007/130655).

Doméanenkombinationen

Der Einsatz von serovarspezifischen CBDs sollte zeigen, ob Kombinationen von diesen zu
breit lysierenden Proteinen fiihren. In den 129 3-Domanen Proteinen wurden jedoch nur 2
Konstrukte gefunden, EcoV3 und EcoFR10, die eine Kombination von CBDs mit sich
erganzenden Bindespektren hatten.

EcoFR10 enthielt dabei die von Schmelcher (2007) untersuchte Kombination aus CBD500
und CBDP35, die bis auf wenige Ausnahmen an all jene Listerien band, welche auch von
den einzelnen Doméanen erkannt wurden. EcoV3 hatte die Kombination aus CBD006 und
CBD500 und war theoretisch ebenfalls dazu in der Lage, an fast alle Listerien-Serovare zu

binden.
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Dass nur zwei Konstrukte mit einer derartigen Doppel-CBD gefunden wurden, die zu einem
erweiterten Bindespektrum fiihrt, kdnnte daran liegen, dass nicht alle Zellbindedomanen in
CBD-Kombinationen ihre Funktionalitdt beibehalten (Schmelcher, 2007). So wurde
beispielsweise beschrieben, dass die CBD aus dem Phagen A118 (CBD118 bindet an
sv 1/2, 3) durch die Fusion mit CBD500 fast zur Ganze inaktiviert wurde, unabhangig davon,
ob zur Verbindung der CBDs der kurze Linker aus PlyPSA oder die komplette Sequenz von
GFP (green fluorescent protein) verwendet wurde und CBD500 besall in diesen
Kombinationen nur bei C-terminaler Anordnung die vollstdndige Bindeaktivitat.

Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass die Kombination bestimmter CBDs zu

strukturellen Problemen fuhrt, welche eine Zellbindung oder Lyse verhindern.

Die haufigste gefundene Kombination unter den enzymatischen Domanen war EAD500, eine
L-Ala-D-Glu-Peptidase, mit EADP40, einem putativen Lysozym. Diese Kombination fand sich
auch in EcoGU3, dem letztlich besten der 5 charakterisierten Kandidaten. Die spéatere
Untersuchung der Proteinstabilitdten zeigte, dass diese Kombination nicht aufgrund
struktureller Vorteile haufig auftrat, da sie sich in dieser Hinsicht nicht von den anderen
unterschied. Tatsachlich kénnte es sich um eine besonders effiziente Kombination von zwei
enzymatischen Aktivitdten handeln. Die putative L-Ala-D-Glu-Peptidase EADP35 wurde
gegeniuber EAD500 deutlich seltener gefunden, dennoch befand sich auch EADP35 in einer
der 5 charakterisierten Varianten, ndmlich in EcoGQ6.

Eine Ubertragung der Hypothese auf die zweite eingesetzte Lysozym-Doméane Cellosyl ist
nicht maéglich, da diese EAD vermutlich aufgrund der geringen Ldslichkeit nur selten vorkam

und auch in spateren Screening-Schritten nicht selektiert wurde.

Einfluss der N- und C-terminalen Linkerregionen

Fir die Klonierungsstrategie mussten die Grenzen jeder Doméane mit einem (gegebenenfalls
synthetischen) C-terminalen Linker festgelegt werden. In den Wildtyp-Endolysinen dient der
Linker nicht nur der Verbindung der enzymatischen und zellbindenden Domanen, sondern
vermutlich auch der bendtigten Ausrichtung der hydrolysierenden und bindenden Zentren
innerhalb dieser Doménen in einem geeigneten Abstand (Hermoso et al., 2003). In
Strukturen kristallisierter Endolysine mit mehreren Doméanen finden sich Linker mit
unterschiedlichen Langen, so liegen in Cpl-1 10 Aminosauren zwischen den Domanen
(Hermoso et al., 2003), 7 in PlyPSA (Korndorfer et al., 2006) und 13 im gramnegativen
Endolysin ®KZ (Fokine et al., 2008). Es ist anzunehmen, dass sich idealer Abstand und
Orientierung fur jede individuelle Domanenkombination unterscheiden und daher kein
universell geeigneter Linker existiert. Von natlrlich N-terminal vorkommenden Domanen

wurden die (putativen) Linkersequenzen beibehalten, um gegebenenfalls vorhandene
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Interaktionen zwischen Linkern und Doménen nicht zu zerstoren. Die Sequenz des
synthetischen Linkers umfasste 15 Aminosduren zuziglich der Reste fir Restriktions-
schnittstellen und da nicht davon ausgegangen werden konnte, dass durch den
synthetischen Linker alle Domanen optimal zueinander orientiert werden wirden, sollte dies
durch eine Aminosdurezusammensetzung, die hohe Flexibilitat erlauben sollte, ausgeglichen
werden.

Die Analyse der Funktionsfahigkeit der einzelnen EADs und CBDs (4.1.2.3, 4.1.2.4) konnte
die Aktivitat aller EADs sowie von CBD511, CBD500, CBDP35 und CBDBO025 bestatigen. Es
kann somit davon ausgegangen werden, dass die Aktivitdten durch die vorgenommenen
Verkirzungen hier nicht zerstért wurden und der angefligte C-terminale synthetische Linker
die Funktion nicht verhindert.

Im Gegensatz dazu konnte im Zellbindetest bei CBD006 und den 3 verschiedenen CBDP40-
Varianten keine Zellbindung nachgewiesen werden (4.1.2.4).

Moglicherweise wirkte in diesen Testungen bei CBDO006 der C-terminal angefligte His-tag
oder die Immobilisierung am C-Terminus hinderlich, denn Ligation der klonierten CBD006
hinter EADP35, EAD511, EADP40 und EADPSA fiihrte zu funktionsfahigen Enzymen mit
den erwarteten Lysespektren (Konstrukte I, P, M, O der Prinziptestung, 4.1.4.4).

Anders verhielt es sich bei CBDP40, der N-terminal kurzen Variante mit C-terminalem
synthetischem Linker. Selbst die Kombination mit der eigenen EADP40 zeigte in der
Prinzipientestung keine Aktivitat (4.1.4.4). In den spéateren Genbanken wurden die N-terminal
verlangerten Varianten CBDP40L und CBDP40nls eingesetzt und auch beide als funktional
gescreent, allerdings nur selten in direkter Kombination mit EADP40 im Gegensatz zu der
direkten Kombination der Doméanen EAD511 und CBD511 des Wildtyp-Endolysins Ply511,
welche sowohl unter den Kandidaten mit 2 als auch vielfach mit 3 Domé&nen zu finden waren.
Es gilt wohl, dass die Funktion der Doméanen sterisch durch den duplizierten Sequenzbereich
S192-K225 behindert wurde. Anscheinend wurde dadurch eine dritte Domane zum Erhalt der
Aktivitat des Gesamtmolekils notig, die die fehlende Aktivitat einer dieser beiden Doméanen

ersetzte oder sozusagen als Puffer zwischen EADP40 und den CBDP40-Varianten fungierte.

Der Einfluss des Linkers wurde des weiteren bei der Domane MurA deutlich. Da der Beginn
der Domane nicht eindeutig war und der Sequenzabschnitt direkt hinter der Signalsequenz
zu einem saurem isoelektrischen Punkt (pl) der gesamten Doméane fuhrte, wurden zwei
verschiedene Konstrukte erstellt: MurA mit einem theoretischen pl von 5,2 und MurA-Var2
mit einem basischen pl von 9,2, wie er auch bei allen anderen verwendeten EADs und CBDs
(zwischen 9 und 10,5) berechnet wurde.

Die N-terminal langere Variante MurA war in den 2-Domé&nen Proteinen nicht vorhanden und

bei Proteinen aus 3 Doméanen deutlich unterreprasentiert. Das Vorkommen von MurA-Var2
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entsprach hingegen der statistisch erwarteten Haufigkeit. MurA-Var2 kam in den 3-Domanen
Konstrukten an allen Positionen vor. Die unterschiedliche Haufigkeit der beiden Doméanen
begriindet sich nicht in der Léslichkeit, denn beide MurA-Varianten wurden im Gegensatz zu
den anderen eingesetzten Autolysin-Domé&nen sehr gut Ioslich exprimiert. Es kdnnte sein,
dass der zuséatzliche N-terminale Bereich bei MurA ungtinstig fur die Proteinfaltung war oder
der Gehalt an sauren Aminosduren in blockierende Wechselwirkung mit den anderen,
basischen Doménen trat. Eventuell war auch die Interaktion mit der Zellhille durch das
Kontinuum an negativer Ladung von Teichon- und Lipoteichonséduren beeintrachtigt.

Allerdings gibt es auch gut funktionierende Endolysine mit saurem pl (Cheng et al., 2005).

Schlussfolgerungen

Die Strategie, jede Domane an jeder Position zuzulassen, bedeutet bei steigender
Domé&nenzahl eine schnelle Zunahme an zu screenenden Klonen. Dennoch zeigen die
Ergebnisse, dass die meisten Doménen, welche in den Konstrukten Aktivitat besalRen, in der
Lage waren, ihre Funktion an jeder Position im Protein zu erfullen, auch wenn diese
Anordnung in der Natur bisher nicht gefunden wurde.

Folglich kann fir zuklinftige Genbanken diese Strategie beibehalten werden, da besonders
bei neu entdeckten Endolysinen und anderen EADs, die natirlicherweise keine CBD haben,
keine Voraussage Uber die optimale Position getroffen werden kann.

Als wichtiges Kriterium hat sich die Wahl der Linkerregionen herausgestellt. Auch wenn eine
vorausgehende Testung der einzelnen Domé&nen auf Funktionalitat und Loslichkeit keine
eindeutige Aussage Uber die Eigenschaften innerhalb der spater entstehenden Zufalls-
kombinationen zulasst, ist dieser Schritt sinnvoll, um inaktive Domanen auszuschlief3en und
die Zahl der méglichen Kombinationen nicht unnétig zu erhéhen.

Der hier gewahlte synthetische Linker stellte sich prinzipiell als geeignet heraus, da er die
Funktionalitat der einzelnen Doméanen und auch der Doménen innerhalb der Kombinationen

nicht grundsatzlich verhinderte.

5.1.3 Screening auf gewinschte Eigenschaften

Aufgrund der Verwendung von induziertem E. coli Zellaufschluss-Uberstand in diesen
Testungen waren die eingesetzten Enzymmengen nicht steuerbar und die Analyse der
getesteten Uberstande mittels SDS-Gelen zur Einschatzung der vorhandenen Protein-
mengen ware bei der Anzahl an getesteten Varianten zu aufwendig. Aus diesem Grund
fuhrte die absolute Aktivitat der einzelnen Varianten nicht zum Ausschluss von Kandidaten.
Sie fuhrte jedoch bei guten Ergebnissen dazu, dass die betreffenden Kandidaten flir spatere
Screening-Schritte auch dann weiterverwendet wurden, wenn diese nur 10 bzw. 50 mM

anstelle von 150 mM EDTA tolerierten. Fir spatere Genbanken konnte die Durchfihrung
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solcher Lysetestungen dahingehend verbessert werden, dass mit héherer Wahrscheinlichkeit
ahnliche Proteinmengen auch ohne Proteinreinigung und Konzentrationsbestimmung von
den verschiedenen Kandidaten im Test vorhanden sind, selbst wenn manche davon schlecht
exprimiert werden.

Eine Moglichkeit hierfir waére, die Konstrukte bei der Ligation in den Vektor mit einem
Protein-tag, bestenfalls ein tag, der in vielen Fallen auch zu erhohter Ldslichkeit fihrt
(beispielsweise der JS-tag), zu markieren. Mit Hilfe von Streptavidin beschichteten 96-Well
Platten konnten die Proteine in kurzer Zeit aus den induzierten Zellaufschluss-Uberstanden
separiert werden. Da die Bindekapazitat der einzelnen Vertiefungen beschrankt ist, sollten
bei Aufschluss einer ausreichenden Masse von induzierten E. coli-Zellen bei l6slicher
Proteinexpression vergleichbare Mengen der Kandidaten vorliegen. Durch Elution oder
Abtrennen der Proteine (ber Proteolyse an einer eingeflhrten Proteaseschnittstelle
zwischen tag und Enzymsequenzen konnten die Kandidaten fir das Screening verwendet
werden. Ahnliche Hochdurchsatz-Methoden zur Analyse groRRer Mengen an Proteinvarianten
sind gut etabliert (Strep-Well HT Purification System, IBA GmbH, Goéttingen).

Screening auf Aktivitat bei saurem pH

Unter den 22 Positiven des Screenings bei pH 4,5 war nur 1 Protein mit 2 Domanen (K1) und
unter den 21 3-Domé&nen Proteinen waren 13 mit einer Doppel-CBD. Bis auf EcoFR10,
befanden sich unter den Doppel-CBDs nur Kombinationen von CBD511, CBDP40-Varianten,
CBDP35 und CBD006, welche schon alleine den Teststamm S1095 sv 1/2a binden kénnten.
Mit Hilfe der Doppel-CBD CBD500-CBD500 wurde gezeigt, dass sich durch zwei Zellbinde-
domanen die Affinitat des Fusionsproduktes zur Zelle durch geringere Ko-Werte erhoht, so
besal? die duplizierte CBD500 eine um den Faktor 50 hdhere Affinitat als die CBD500 allein
(Schmelcher, 2007). Die Selektion auf zwei bindende Zellbindedoméanen spricht also daftr,
dass bei niedrigem pH erhohte Bindeaffinitaten fir die Zelllyse giinstig sind. Die Bindung der

CBDs an die Listerienzellen wird vermutlich durch ionische Wechselwirkungen verursacht

(Loessner, 2002), die bei saurem pH in Gegenwart der erhéhten H*-Konzentrationen
vermutlich beeinflusst und durch zwei CBDs stabilisiert werden.

Gescreente Doméanen-Kombinationen mit nur einer CBD enthielten CBD511, CBD006 oder
CBDP35, nicht jedoch eine alleinige CBDP40-Variante. Dies ist insofern tberraschend, als
dass zumindest bei pH 7,4 die von Schmelcher (2007) getestete CBDP40 eine hohere
Affinitat zeigte als CBD511, doch mdoglicherweise ergibt sich bei pH 4,5/5 ein anderes
Verhéltnis der Affinitaten dieser CBDs. Aul3erdem zeigte das Wildtyp-Endolysin PlyP40,
welches ja CBDP40 enthdlt, durchaus bei saurem pH gute Restaktivtat. Das deutet an, dass
diese CBD ohne die optimale Fusion an EADP40 fir ein Konstrukt ungtinstige Eigenschaften

besall.
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Zudem wurde durch die Lysetestung bei acidem pH eindeutig auf die Eigenschaften der
EADs gescreent, denn bis auf 3 Proteine (EcoL4, EcoFR10 und EcoGS17) besal3en alle
positiven Kandidaten EADP40 allein oder mit einer weiteren EAD kombiniert. Dieses
Ergebnis liel? sich im Rahmen der spateren Charakterisierung der gereinigten Proteine
erklaren, wo sich herausstellte, dass PlyP40 als einziges der getesteten Wildtyp-Endolysine
das Lyseoptimum bei saurem pH hatte (4.3.2.2). Die EADP40 schien diese Eigenschaft auch
in Kombination mit anderen Doméanen beizubehalten und auf das Gesamtprotein zu
Ubertragen. Die Arbeit von Schmelcher (2007) konnte zeigen, dass bei NHis-PlyP35 maximal
5 % und bei NHis-Ply500 lediglich 10 % Restaktivitat bei pH 4,5-5 zu erkennen war. Dies
kénnte erklaren, warum auch Enzyme, die nur EAD500 oder EADP35 als alleinige
enzymatische Doménen hatten, nicht in diesem Screening gefunden wurden. Sowohl Ply511
als auch Y1 (EAD511-CBD511) waren nicht unter den positiven Kandidaten zu finden, was

mit der geringen Restaktivitat von Ply511 bei saurem pH ebenfalls Ubereinstimmt (4.3.2.2).

Es Uberrascht nicht weiter, dass die Fahigkeit zur Zellwandhydrolyse bei saurem pH
grundséatzlich von der enzymatischen Aktivitat der EAD bei diesem pH abh&ngig war. In
Orientierung an diesem Ergebnis kénnten in zukinftige Genbanken fur Chiméren zur
Anwendung im Lebensmittel vor allem EADs aus Endolysinen mit saurem pH-Optimum
eingesetzt werden, falls deren Spezifitaten fur den Zielorganismus geeignet sind. Saure pH-
Optima wurden beispielsweise fur die Endolysine aus den Streptococcen-Phagen Cp-1, B30
und NCTC11261 (Loeffler et al., 2003; Pritchard et al., 2004; Cheng et al., 2005), Plyv12
gegen Enterococcus (Yoong et al., 2004) und Mur gegen Lactobacillus (Vasala et al., 1995)
beschrieben.

Ebenfalls bedeutend ist die Erkenntnis, dass zwei CBDs in einem Konstrukt die Aktivitat bei
saurem pH deutlich verbesserten. In dieser Hinsicht hat sich die Strategie, auch mehrere

CBDs in der Bank zuzulassen, als positiv herausgestellt.

Screening auf Aktivitat in Gegenwart von EDTA

Im Screening dieser Arbeit wurde mit weit hoheren Konzentrationen von EDTA getestet, als
im Lebensmittel vorhanden sind. Dies verhalf zum einen zur stringenteren Selektion, zum
anderen reichte so eine einstiindige Inkubation mit EDTA aus. Bei lAngerer Inkubation wéren
bereits niedrigere EDTA-Mengen ausreichend gewesen, um die Aktivitdten mancher Enzyme
zu zerstoren, wie wahrend der Reinigung von PlyP825 zu sehen war. Dieses Endolysin war
zwar in einem Vortest nach einstiindiger Inkubation mit 25 mM EDTA noch zu ca. 70 % aktiv,
wahrend der Reinigung in Gegenwart von 10 mM EDTA Uber mehrere Stunden verlor es
jedoch sédmtliche Aktivitat (4.3.2.4, 4.3.1.3).
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Tatséchlich zeigten spater alle gereinigten Proteine geringere EDTA-Toleranzen als im
Screening-Schritt mit EDTA. Dies liegt moglicherweise an lonen und Enzymen mit ionischen
Cofaktoren, die im E. coli-Zellaufschluss vorhanden waren, wodurch die komplexierende
Wirkung nicht allein gegen die Zellwand-Hydrolasen gerichtet war.

Hinzu kommt, dass, falls die Ansétze fur das Screening langer, aber dafur mit geringeren
EDTA-Konzentrationen, inkubiert werden wirden, die Messergebnisse nicht nur durch die
Wirkung von EDTA auf die Enzyme beeinflusst wiirden, sondern auch von den Stabilitaten
der jeweiligen Proteine gegen die im Zellaufschluss vorhandenen E. coli-Proteasen, von
denen wiederum selbst welche durch EDTA inhibiert werden kdnnen. Somit wére der
proteolytische Effekt mancher Proteasen in Ansatzen mit geringer EDTA-Konzentration
grolRer als bei hoher EDTA-Konzentration und bei jedem Molekil je nach Protease-

Sensitivitat unterschiedlich, wodurch die Resultate nur schwer zu interpretieren wéren.

Bei der Gruppierung der Kandidaten mit EDTA-Toleranz in Proteine, die in Gegenwart von
maximal 150, 50 bzw. 10 mM EDTA aktiv waren, fiel auf, dass diese mit der jeweils
vorhandenen EAD korrelierten. So fanden sich unter den 15 Kandidaten mit 150 mM EDTA
bis auf EcoFR10 mit Cellosyl nur Kandidaten mit EADP40 alleine oder in Kombination. Bei
50 mM EDTA waren es 23 von 27 Kandidaten. Diese hatten entweder nur EADP40 oder
EADP40 in Kombination mit einer weiteren EAD, meist handelte es sich hierbei um EAD500,
MurA-Var2 und auch EADP35.

Bei 10 mM EDTA war keine extreme Selektion mehr zu erkennen, aul3er dass keine
Kombinationen mit einer oder zwei EADs mit (putativer) Amidase-Spezifitat (EAD511,
EADPSA, EADBO54, Slel) gefunden wurden, wobei hiervon 35 im Test waren. Im Fall von
EAD511 und dem Wildtyp-Endolysin Ply511 passt dies zum Ergebnis, dass das gereinigte
Ply511 durch die Inkubation mit 1 mM EDTA bereits nahezu vollstindig inaktiviert wird
(4.3.2.4).

Der Sachverhalt, dass bei Kombinationen, die die hdochste getestete EDTA-Konzentrationen
tolerierten, keine Enzyme mit EADPSA (putative Amidase) und EAD500 (Peptidase) als
alleinige EAD zu finden waren, lasst sich damit erklaren, dass diese Doméanen im aktiven
Zentrum ein zweiwertiges lon (Zn*") benétigen (Korndérfer et al., 2006 und 2008). Dies ist
vermutlich Gbertragbar auf EADBO54 (putative Amidase) mit Sequenzhomologie zu
EADPSA, auf EADP35 (putative Peptidase) mit Sequenzhomologie zu EAD500 sowie
EAD511 (putative Amidase) mit Homologie zur EAD von PlyL, welches vermutlich ebenfalls

ein Zink-lon im aktiven Zentrum besitzt (Low et al., 2005).

Hohe Konzentrationen des Komplexbildners schienen allerdings nicht nur einen Einfluss auf

gefundene EADs zu besitzen, sondern auch auf die CBDs. Denn, wie beim Screening bei
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niedrigem pH, besalRen viele der Proteine mit Toleranz von 150 mM EDTA zwei CBDs und
es wurde bei dieser Bedingung kein einziges 2-Domanen Protein gefunden, allerdings zeigte
das Wildtyp-Endolysin PlyP40 hier gute Aktivitt, deren CBD eine hohe Bindeaffinitat besitzt
(Schmelcher, 2007).

Dies sind erneut Hinweise darauf, dass eine hdhere Bindeaffinitat fur die Zelllyse auch in
Gegenwart von EDTA von Vorteil ist. Die benétigte héhere Bindeaffinitt scheint jedoch erst
bei hohen EDTA-Konzentrationen einen Selektionsdruck auszuliben, denn innerhalb der
Gruppe mit 10 mM EDTA fanden sich sogar 4 Varianten, die keine CBD hatten. Dieser
Umstand scheint gegen die Bedeutung der CBD-Funktion im Flissiglysetest zu sprechen.
Fur eine genauere Aussage mussten jedoch die tats&chlichen Mengen der Proteine im
Uberstand herangezogen werden. Eventuell wurde die fehlende Affinitat durch die erhohte
Aktivitat von 3 enzymatisch aktiven Domanen ausgeglichen.

Ein moglicher Grund fur den beobachteten Selektions-Vorteil durch erh6hte Bindeaffinitat bei
150 mM EDTA ist, dass durch EDTA auch die zweiwertigen lonen an der Zellhille
komplexiert werden, was deren Ladungsverhaltnisse und deren rAumliche Struktur (vor allem
der Teichonsauren und Lipoteichonsduren) beeinflussen wirde. Verdnderte Ladungs-
verhaltnisse in der Zellhille kdnnten damit die Affinitaten der CBDs zu den Bindestellen oder

die Zugénglichkeit der Bindestellen herabsetzen.

Die Tatsache, dass die meisten, jedoch nicht alle Proteine, die eine EADP40 enthielten,
Aktivitéat in Gegenwart von EDTA zeigten (49 von 59) und zudem &hnliche Doméanen-
kombinationen Unterschiede beziglich der maximal tolerierten EDTA-Konzentration
aufwiesen, bestétigt, dass nicht allein die Domanenzusammensetzung sondern auch deren
Reihenfolge ausschlaggebend waren. Denn dadurch wurden nicht nur die Léslichkeiten der
verschiedenen Kandidaten beeinflusst, sondern auch deren Faltung und die Orientierung der
einzelnen Domanen zur bakteriellen Zellhille. Ein besonderes Beispiel sind Ecow1 und
EcoFP1. Beide Proteine unterschieden sich nur im Vorhandensein des synthetischen
Linkers, das Enzym ohne den Linker zeigte Aktivitat in Gegenwart von 150 mM EDTA, das
Enzym mit Linker tolerierte nur 10 mM EDTA.

Da sich die anderen Proteine, die sich bis auf den synthetischen Linker an CBDP40 glichen
(EcoFQ6/EcoAS11, EcoGWS8/EcoFS16, EcoAS7/EcoGE10, EcoFR8/EcoGQ12,
EcoGC6/EcoHA4) hinsichtlich der EDTA-Testung identisch verhielten, ist dies jedoch kein

Uberzeugender Hinweis darauf, dass CBDP40nls besser funktionierte als CBDP40L.
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Screening auf Fahigkeit zur Inhibition von Listerienwachstum

Ein zentrales Kriterium fir den spateren Einsatz als Lebensmittel ist die Fahigkeit, das
Wachstum von Listerien zu unterdriicken. Aus diesem Grund wurden die besten Kandidaten
der bisherigen Testungen beim folgenden Screening-Schritt an diesem Kriterium gemessen.
Da ein Ergebnis der positiven oder negativen Wachstumsinhibition prinzipiell auch allein mit
der eingesetzten Proteinmenge korrelieren konnte, musste fur die Auswertung die
Proteinmenge im Zellaufschluss-Uberstand mit in Betracht gezogen werden. Dazu wurden
die Mengen an loslichem Protein im Uberstand mit O bis 4 bewertet, wobei 4 einer
vergleichsweisen hohen Menge entspricht.

Allerdings war beispielsweise EcoGU3 mit der niedrigen Bewertung von 1 unter den in dieser
Testung besten Kandidaten und EcoAS4 mit der Bewertung 4 nicht. Dagegen war bei sehr
geringen Anteilen von Zielprotein keine Aktivitat im Test zu sehen, wie bei EcoFB1c mit der
Bewertung 0-1, wobei wahrscheinlich durch die Doméne IspC die Expression des Proteins
herabgesetzt wurde.

Ahnlich gute Ergebnisse wie die Wildtyp-Endolysine zeigten nur vier Kandidaten aus 3
Domaéanen (EcoGQ6, EcoGU3, EcoGA7 und EcoGP8) mit jeweils EADP40 als einer Doméne.
Die Varianten EcoGU3, EcoGQ6 und EcoGA7 besal’en dabei jeweils eine EAD, die
vermutlich im Glykanstrang schneidet (EADP40), und eine weitere EAD, die vermutlich eine
Bindung im quervernetzenden Peptid hydrolysiert, ndmlich EAD500 bzw. EADP35 mit der
(putativen) Spezifitat einer L-Ala-D-Glu-Peptidase in EcoGU3 und EcoGQ6 sowie EADPSA,
eine putative Amidase in ECOGA7. Die gleichzeitige Schwéachung der Peptidoglykan-Struktur
sowohl im Rickgrat als auch in der Quervernetzung kénnte zu mechanisch hoherem Stress
in der Zellhdlle und damit zu einer schneller eintretenden Zelldisruption fithren und daher
synergistische Effekte der EADs bewirken, obwohl die Abstédnde und Ausrichtungen der
Domanen zueinander in den Kandidaten noch nicht optimal abgestimmt sind. Synergistische
Effekte von Zellwand-Hydrolasen wurden beispielsweise beobachtet bei gleichzeitiger
Verwendung von dem Lysozym Cpl-1 und der Amidase Pal gegen S. pneumoniae (Loeffler
und Fischetti, 2003) sowie von LysK und Lysostaphin gegen S. aureus. LysK besitzt dabei
EADs, die im Stammpeptid hydrolysieren (CHAP und Amidase), und Lysostaphin schneidet
in der Interpeptidbriicke (Becker et al., 2008).

Bei der Kombination von EAD118 (L-Ala-D-Glu-Peptidase) und EADPSA (putative Amidase),
welche beide eine Bindung im Stammpeptid hydrolysieren, konnte in einem chimaren
Endolysin gegen Listeria hingegen kein Synergismus festgestellt werden (Schmelcher,
2007).

Somit konnten die hier gescreenten Molekule einen Vorteil gehabt haben. Es ist auch
interessant, hier erneut darauf hinzuweisen, dass die Kombination von EADP40 und EAD500

bei der Auswertung des Spezifitats-Screenings am haufigsten vertreten war.
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Ein sehr tUberraschendes Ergebnis war das Auftreten von EcoGA7 und EcoGP8 unter den
besten 4 Proteinen, da beide eine bzw. zwei CBDs besaf3en, die den Serovar 4b nach
Wissensstand nicht binden kénnen (Schmelcher et al., 2010). Dieser Effekt konnte nicht auf
auRRerst hohe Mengen der betreffenden Kandidaten im verwendeten Zellaufschluss beruhen,
denn EcoGP8, EcoGA7 wie auch EcoGB9 hatten diesbezuglich nur die Wertung 2. Sollte
diese Proteinmenge bereits zu einem derartigen Uberschuss an Endolysin filhren, dass auch
ohne Zellbindung das Wachstum unterdriickt werden wirde, misste dies in fast allen
Ansétzen zu beobachten sein, die Wertungen mit 2, 3 und 4 hatten.

Abgesehen von diesen Enzymen mit serovarspezifischer CBD wéren theoretisch alle
getesteten Kandidaten dazu in der Lage, beide Stamme zu lysieren. Fehlende Inhibition ist

vermutlich auf strukturelle Ursachen oder geringe Aktivitaten der Proteine zuriickzufiihren.

Der Einfluss der Domanenreihenfolge auf die Proteinaktivitat und auch auf die Stabilitat
wurde beim Vergleich von Kandidaten deutlich, welche dieselben Doméanen beinhalteten wie
EcoGUS. So bewirkten EcoGP4 und EcoGH1 wesentlich schwéachere Wachstumsinhibition
und EcoGP4 wurde sogar bereits im Zellaufschluss-Uberstand abgebaut. Zudem zeigten
beide schon in den vorherigen Flussiglysetestungen schlechtere Resultate als EcoGU3. Bei
naherer Betrachtung der in wirksamen Konstellationen gefundenen Zellbindedomanen war
zu erkennen, dass sich dieselbe EAD-Konstellation wie in EcoGU3 zusammen mit
CBDP40nls in EcoGM2 befand. Dieses Protein konnte allerdings beide Stamme nur 24 h
lang im Wachstum unterdriicken.

Ein weiteres Beispiel stellen EcoGT3 und EcoFS6 dar, die aus denselben Einheiten
bestehen. EcoGT3 war hier jedoch trotz Loslichkeitsbewertung von 4 nicht unter den

Treffern.

Die einzigen 2-Domanen Proteine die in diesem Test Listerien-Inhibition zeigten, waren K1
und M1. Sie konnten das Wachstum beider Stamme lediglich fir 24 Stunden unterdriicken.
K1 stellt dabei eine Kombination aus den Wildtyp-Endolysinen PlyP511 und PlyP40 dar. Das
im Vergleich zu den Wildtyp-Endolysinen schlechtere Ergebnis der Wachstumsinhibition von
K1 liefert demnach erneut einen Hinweis auf die Bedeutsamkeit der optimalen Verkniipfung
der Doméanen. Da K1 den ersten beiden Doméanen von EcoGU3 und EcoGQ6 entspricht,
kbnnte dieses Ergebnis bedeuten, dass die negative Auswirkung der suboptimalen
Verknipfung der Doménen in K1 durch das Vorhandensein einer zweiten EAD in EcoGU3

und EcoGQ6 beziglich der inhibitorischen Wirkung wieder kompensiert wird.

Um der Beantwortung der Frage ndher zu kommen, inwiefern die jeweils zweiten EADS in

den effektiven 3-Domanen Proteinen zu den Gesamtaktivitaten beitrugen, sollten neben den
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besten Kandidaten EcoGU3 und EcoGQ6 auch die 2-Domanenproteine K1 und M1 naher
charakterisiert werden. Dies kdnnte zudem in spéateren Arbeiten Uber gezielte Inaktivierung
einzelner EADs durch Punktmutagenese im aktiven Zentrum analysiert werden.

EcoGP8 wurde als Vertreter der Varianten mit serovarspezifischen CBDs ausgewabhilt,
welche Uberraschende Ergebnisse im diesem Screening-Schritt gezeigt hatten, und
aulRerdem sollte anhand von EcoGP8 das Verhalten eines 3-Doméanenproteins mit 2 CBDs

untersucht werden.

5.2 Charakterisierung der 5 ausgewahlten Kandidaten

5.2.1 Aktivitat der gereinigten Proteine in Flussiglysetests

Zunachst wurden neben den Aktivitaten bei saurem pH und in Anwesenheit von EDTA, auf
die das Screening ausgelegt war, die spezifische Aktivitat bei pH 6 und die Aktivitat bei
verschiedenen NaCl-Konzentrationen betrachtet. Alle Parameter spielen eine bedeutende
Rolle in der Lebensmittelherstellung und -konservierung.

Das Wildtyp-Endolysin Ply511 war bereits hinsichtlich Aktivitat und Stabilitat in
vorangegangenen Arbeiten untersucht (Pieper, 2005; Schmelcher, 2007), weshalb im
Mittelpunkt der folgende Diskussion vor allem die gescreenten Domanenkombinationen und
die Endolysine PlyP40 und PlyP825 stehen.

Ein Vergleich der Variante M1 (EAD500-CBD511) mit PlyP825 liegt dabei nahe, da diese
Proteine hohe Anteile homologer Aminoséuren sowohl in der EAD als auch in der CBD
aufweisen. Allerdings ist im Gegensatz zu M1 in PlyP825 der Linker vermutlich beziiglich
Lange, Ladung, Beweglichkeit und Torsion evolutiv auf die beiden Domanen abgestimmt.
Eine Interpretation der Ergebnisse in Hinsicht auf einen Einfluss der optimalen Doméanen-
verknipfung ist jedoch nicht mdglich, da die enthaltenen Doméanen nicht véllig identisch sind
und Unterschiede auch auf unterschiedlicher Primérstruktur beruhen kénnen, doch kann auf
die Doméanen und ihre Eigenschaften an sich Bezug genommen werden.

Wie die Testung des Lysespektrums gezeigt hatte, war das neu entdeckte Enzym PlyP825
dazu in der Lage, s&mtliche Listerien zu lysieren. Dies entspricht den Erwartungen an M1, da
dessen CBD511 alle Listerien binden kann und auch, weil M1 im Spezifitits-Screening
Aktivitat auf allen 4 Listerien-Serovaren gezeigt hat. Beide Enzyme verhielten sich beziglich
der pH-Optima und der optimalen Salzkonzentration sehr &hnlich, denn beide besafien die
hdchste Aktivitat in neutralem bis leicht basischem pH und zwischen 150 bis 250 mM NacCl.
Unterschiede zeigten sich darin, dass die ermittelte spezifische Aktivitat bei pH 6 von M1
etwas niedriger lag als die von PlyP825 und bezulglich der Toleranz von EDTA. Bereits die

Inaktivierung von PlyP825 durch den Einsatz von EDTA wahrend der Reinigung hatte



150 5 Diskussion

bewiesen, dass PlyP825 wie EAD500 ein zweiwertiges lon im aktiven Zentrum besitzt. Im
Test tolerierte das gereinigte Protein PlyP825 hdhere Konzentrationen an EDTA als M1, was
ein Hinweis auf eine festere Bindung des lons bzw. eine festere Lage im Inneren der
Proteinstruktur sein konnte.

Insgesamt korrelieren diese Eigenschaften von M1 mit den Ergebnissen aus dem Screening
auf gewinschte Eigenschaften, ndmlich geringer, jedoch vorhandener EDTA-Toleranz sowie

niedrige Restaktivitat bei saurem pH von 10 % zum Vergleichswert bei pH 6 mit 50 %.

Die Variante K1 ist eine Chimé&re aus der EAD des PlyP40 und der CBD des Ply511, so dass
hier der Einfluss der einzelnen Domanen auf bestimmte Eigenschaften des Gesamtproteins
abgeleitet werden kann. Dies muss jedoch im Bewusstsein erfolgen, dass in K1 die
Doménen moglicherweise nicht optimal verkniipft oder zueinander orientiert sind.

Wie bereits das Screening bei saurem pH impliziert hatte, tUbt die enzymatisch aktive
Doméne groRen Einfluss auf das pH-Optimum eines Enzyms aus und wie im
Screening zeigten die beiden Proteine mit EADP40 optimale Aktivitat bei pH 4,5-5,
wohingegen das Optimum fir Ply511 zwischen pH 7,5 bis 8,5 lag, was mit dem bekannten
Werten Ubereinstimmt (Pieper, 2005). Bei der Betrachtung der spezifischen Aktivitat dieser
drei Proteine bei pH 6 lagen die Werte fiir K1 zwischen denen fur PlyP40 und Ply511, wobei
PlyP40 und Ply511 bei pH 6 in etwa 50 % Restaktivitdt besalRen und K1 lediglich 25 %.
Daraus konnte fur die Proteine die maximale spezifische Aktivitdt beim pH-Optimum
extrapoliert werden, was ohne Beriicksichtigung von weiteren Parametern, wie
beispielsweise der optimalen Salzkonzentration, geschieht und ist daher lediglich eine
Annéherung. Es ergaben sich fur PlyP40 damit Werte von ca. 7 U/ug, fur Ply511 ca. 15 U/ug
und fur K1 ca. 23 U/ug. Fur Ply511 stimmt dies mit bekannten Grof3en tberein (Profos AG,
heute Hyglos GmbH, Daten nicht veroffentlicht).

Die hohere spezifische Aktivitat der Kombination der EADP40 mit CBD511 im Vergleich zu
PlyP40 weist auf einen Einfluss der CBD hin. Gemald Schmelcher (2007) besitzt die CBDP40
eine 20fach hohere Bindeaffinitat als CBD511 und es wurde beschrieben, dass bei
Konstrukten mit erhdhten Bindeaffinitdten geringere spezifische Aktivitdten vorhanden sind.
So besald ein Fusionsprodukt der EAD500 mit der Doppel-CBD CBD500-CBD500, die eine
50fach hohere Bindeaffinitdt im Vergleich zu einer einzelnen CBD500 besal3, nur 1/6 der
lytischen Aktivitat im Vergleich zu EAD500-CBD500 (Schmelcher, 2007). Ahnliches konnte
bei einem chiméaren Enterococcen-Endolysin mit zwei bindenden CBDs beobachtet werden
(Bretfeld, 2009). Vermutlich fuhrt auch eine alleinige CBD mit hoher Affinitat der Bindung zu
einer niedrigeren Gesamtaktivitdt, was die hier gemachten Beobachtungen bestéatigen
wuirde. Die gleiche Ursache kénnte erklaren, weshalb K1 ein merklich geringeres Optimum

der NaCl-Konzentration aufwies als PlyP40, denn die Bindung der CBD an die Zelle beruht
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auf ionischen Wechselwirkungen (Loessner et al., 2002), die durch hohe Salzstarke
beeintrachtigt werden, so dass bei hohen Affinitdten hodhere ionische Starken toleriert
werden, was auch fir das Konstrukt EAD500-CBD500-CBD500 beschrieben wurde. In
PlyP40 wirden sich somit die Salz-Optima der EAD und CBD unterscheiden, was auch fur
die Doméanen der Endolysine Ply118 und Ply500 diskutiert wurde, da das Optimum von
NHis-Ply118 wund NHis-Ply500 zwischen 200-300 mM NaCl lag und die der
korrespondierenden CBDs bei 100 mM (Loessner et al., 2002; Schmelcher, 2007). Die
EDTA-Toleranz ist vermutlich hauptsachlich auf die Eigenschaften der EAD zurtickzufiihren.
Hier zeigte K1 zwar zusammen mit EcoGP8 die hochste EDTA-Toleranz von allen
Kombinationen, jedoch deutlich geringer als PlyP40. Da in diesen Proteinen dieselbe
enzymatische Doméne vorliegt, muss dieser Effekt auf der Verknipfung und raumlichen
Anordnung der Doméanen basieren.

Eine Gegeniberstellung von Ply511 mit K1 gibt Aufschluss dariber, dass die untersuchten
Aktivitatsparameter hauptséachlich von der enzymatisch aktiven Doméane abhangen, so
unterscheiden sich die beiden Proteine in der EAD und auch im pH- und Salz-Optimum, der

spezifischen Aktivitat sowie der EDTA-Toleranz.

Das 2-Doménen Protein K1 kann wiederum herangezogen werden, um anhand von EcoGU3
(EADP40-CBD511-EAD500) und EcoGQ6 (EADP40-CBD511-EADP35) den Einfluss einer
zweiten EAD zu analysieren. Das Optimum dieser 3 Proteine lag bei acidem pH, wodurch
sich das Ergebnis des Screenings erklaren lief3. Allerdings fielen bei EcoGU3 und EcoGQ6
die Kurven zum neutralen pH hin weniger steil ab als bei den Proteinen mit alleiniger
EADP40. Dies liegt vermutlich an den Aktivitdten von EAD500 und EADP35, denn
Messungen mit den Proteinen NHis-Ply500 und NHis-PlyP35 lassen auch bezuglich der
enthaltenen EADs ein Optimum im neutralen oder leicht alkalischen Bereich vermuten
(Schmelcher, 2007). NHis-PlyP35 lysierte dabei optimal bei pH 8 und NHis-Ply500 sogar bei
pH 9,5. Fir EcoGU3 und EcoGQ6 ist das somit ein Hinweis, dass beide EADs in diesen
3-Domanen Proteinen aktiv sind und die Erweiterung des pH-Spektrums durch zwei EADs
ermoglicht zudem die Anwendung derartiger 3-Doméanen Proteine Uber einen breiteren pH-
Bereich.

Bei Betrachtung der spezifischen Aktivitaten bei pH 6 waren die Werte von EcoGU3 und K1
mit 5,7 U/ug gleich, der von EcoGQ6 mit 2,8 U/ug lag niedriger. Somit schienen EAD500 und
EADP35 zwar vergleichsweise h6here Aktivitaten bei neutralem und basischen pH zu
bewirken, absolut gesehen waren diese EADs jedoch anscheinend weniger aktiv und wohl
auch storend fir das Gesamtprotein. Messungen mit den His-markierten Endolysinen Ply500
und PlyP35 lassen auf ca. 20 % Restaktivitat bei pH 6 gegentber dem basischen Optimum

und somit vorhandener, jedoch geringer Aktivitdt der EADs schliel3en (Schmelcher, 2007).
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Der storende Einfluss der EADP35 und auch der EADS500 verstarkt sich anscheinend bei
pH 4,5, da eine grobe Abschatzung der spezifischen Aktivitat fir EcoGU3 in etwa 6,5 U/ug,
fur EcoGQ6 ca. 3,1 U/ug und fur K1 23 U/ug ergibt. Die Stérung konnte auf sterische
Inhibition zurtckzufiihren sein und ist in EcoGQ6 deutlicher ausgepragt als in EcoGUS.
Letzteres konnte auch mit der geringeren katalytischen Aktivitdt der EADP35
zusammenhdangen, denn NHis-Ply500 zeigte bei pH 8 unter optimierten Bedingungen (NHis-
Ply500: 150 mM NaCl; NHis-PlyP35: 300 mM NaCl) eine spezifische Aktivitdt von
ca. 25 U/ug und NHis-PlyP35 von ca. 2,0 U/ug.

Ein weiterer unterschiedlicher Einfluss der EAD500 und EADP35 machte sich bei der
Inkubation mit verschiedenen EDTA-Konzentrationen bemerkbar, so dass EcoGQ6 etwas
hohere Restaktivitat in Gegenwart von EDTA zeigte als EcoGUS3.

Bei einem Vergleich der Restaktivitaten von K1, welches auch bei 100 mM EDTA noch volle
Aktivitat zeigte, wird ebenfalls deutlich, dass die C-terminale EAD einen Einfluss auf das
gesamte Protein ausubt. Hier fallt auf, dass im Gegensatz zu dieser Testung die Resultate
im Screening auf Aktivitat in Gegenwart von EDTA von EcoGQ6 mit K1 vergleichbar waren.
Moglicherweise war beim Screening von EcoGQ6 mehr Protein vorhanden oder aber die
gemessene Aktivitdt stammte von ldslich exprimierten Abbaubanden im Zellaufschluss, die
K1 entsprachen und damit ebensolche EDTA-Resistenz zeigten, wodurch das Screening-
Resultat verfalscht wurde.

Im Vergleich zu K1 besalRen diese beiden 3-Domé&nen Proteine héhere NaCl-Optima, was
womoglich mit den héheren Optima der EAD500 und EADP35 zusammenhéngt, die bei den
His-markierten Wildtyp-Endolysinen Ply500 und PlyP35 bei ca. 300 mM NaCl zu liegen
scheinen (Schmelcher, 2007).

Eine interessante Variante stellt EcoGP8 (CBD006-EADP40-CBDP35) mit zwei CBDs und
EADP40 dar. Wie in allen untersuchten Proteinen korrelierte auch in EcoGP8 das pH-
Optimum bei saurem pH mit der Eigenschaft der EADP40, wodurch sich auch das Ergebnis
des Screenings bestatigte. Die Auswirkung von zwei bindenden CBDs zeigte sich hingegen
bei den Ergebnissen der spezifischen Aktivitat und bei verschiedenen Salz-Konzentrationen.
Dabei stimmen von EcoGP8 sowohl die Ergebnisse der spezifischen Aktivitat bei pH 6 als
auch die Abschéatzung der Restaktivitat bei pH 6 im Vergleich zum pH-Optimum bei pH 4,5-5
mit den Werten von PlyP40 fast tGiberein und wie bereits fur PlyP40 diskutiert wurde, kann die
geringe spezifische Aktivitdat durch die erhohte Bindeaffinitdt durch zwei CBDs erklart
werden. Eine Gegenlberstellung der Bindeaffinititen dieser CBDs zeigt, dass fur die
CBDP40 eine 20fach hohere Binde-Affinitdt im Vergleich zu CBD511, fiur CBDO006 ein
zehntel der Affinitdt von CBD511 und fir CBDP35 das 10fache im Vergleich zu CBD511

gemessen wurde (Schmelcher, 2007). Die Affinititen steigern sich vermutlich durch die
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Kombination von CBD006 und CBDP35 nicht rein additiv, wie das Beispiel von CBD500 mit
einer 3fach héheren Affinitat als CBD511 und der Duplikation von CBD500 mit einer 150fach
hoéhere Affinitat als CBD511 deutlich macht (Schmelcher, 2007). Ein Vergleich der EADP40
mit alleiniger CBD006 oder CBDP35 ware hierbei interessant. Die tatsachliche Affinitat von
CBDO006 in Kombination mit CBDP35 an den verwendeten Teststamm S1095 sv 1/2a liegt
jedoch vermutlich héher als die von CBDP40, da das Optimum der Salz-Konzentration von
EcoGP8 bei 250 mM héher als das von PlyP40 bei 150 mM war.

5.2.2 Testung mit lebenden Zellen

Im Anschluss an die Analyse der Aktivitdt im Hinblick auf verschiedene physikalische
Parameter wurde die Wirksamkeit der gereinigten Proteine auf lebenden Zellen getestet.
Hierzu wurden die minimale inhibitorische Konzentration, die minimale bakterizide

Konzentration sowie die bakterizide Wirkung in Milch bestimmt.

Sowohl in der Bestimmung der MIC als auch der MBC trat das Phanomen auf, dass bei den
meisten Enzymen hoéhere Konzentrationen geringere Effektivitdten besallen als niedrigere
Konzentrationen. Dieser Effekt war bei PlyP40, PlyP825, M1, K1, EcoGQ6 und auch bei
EcoGP8 zu beobachten. Dieses Phanomen war somit unabhangig von der Anzahl und der
Art der jeweilig enthaltenen Domanen und auch unabhangig von pH- und NaCl-Optima sowie
den spezifischen Aktivitaten

Mdglicherweise wirde dieses Phanomen bei jedem Protein ab einer bestimmten
Konzentration auftreten und von Ply511 und EcoGU3 wurden nicht ausreichend hohe
Mengen getestet. Ein mdglicher Hinweis daflr ist, dass bei Ply511 bei 20 yg/ml bei der
Testung von S1095 sv 1/2a und S776 sv 4b etwas weniger Zellen zerstort wurden als bei
4 pg/ml.

Interessanterweise wurde ein ahnlicher Effekt bei p-Lactam-Antibiotika beschrieben, die die
Synthese der bakteriellen Zellwand inhibieren, und welcher nach der Erstbeschreibung von
Eagle und Musselman (1948) als das ,Eagle Phanomen“ bezeichnet wurde. Demgeman
korreliert bei B-Lactam-Antibiotika die Abtdtung der Bakterien mit der Antibiotika-
Konzentration, so dass beispielsweise Penicillin bei geringen Konzentrationen zunachst nur
bakteriostatisch wirken kann und erst bei hdheren Konzentrationen eine bakterizide Wirkung
einsetzt, welche mit steigender Konzentration ebenfalls zunimmt. Ab einer bestimmten
Konzentration ist die maximale Abtotung erreicht und bleibt bei den meisten getesteten
Bakterien-Stammen auch bei héheren Antibiotika-Dosen unverandert. Allerdings kommt es
bei manchen Stdmmen einiger Bakterien-Arten, wie beispielsweise auch bei Staphylococcus
aureus, zu dem Phanomen, dass bei gesteigerten Konzentrationen der abtétende Effekt

wieder abnimmt und mehr Bakterienzellen Uberleben. Es wurden verschiedene mdgliche
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Erklarungen fir das ,Eagle Phanomen® diskutiert, wie beispielsweise phanotypische Effekte
in Abhangigkeit des Zellwachstums oder die Inhibition von Penicillin-Bindeproteinen und
Autolysinen, doch ist die eigentliche Ursache bis heute unklar (French, 2006).

Bei den Zellwand-Hydrolasen konnte ein anderer Mechanismus verantwortlich sein, namlich
der, dass ab einer gewissen Konzentration zu viele CBDs an die Zellen binden und sich
dadurch die Proteine gegenseitig bei der Hydrolyse der Zellwand inhibieren.

In der MBC-Testung blieben somit Zellen wahrend der einen Stunde der Inkubation im Puffer
erhalten und konnten nach Plattierung zu Kolonien heranwachsen, in der MIC-Testung
dauerte die Inkubation zwar 24 h, doch die Enzyme wurden vermutlich nach einiger Zeit von
Proteasen aus lysierten Listerien abgebaut, wodurch manche Zellen Uberleben und
hochwachsen konnten.

Das Vorhandensein von zwei verschiedenen enzymatischen Spezifititen konnte dabei zu
einem Vorteil fuhren, denn in EcoGQ6 war in der MBC-Testung diese konzentrations-
abhangige Hemmung geringer ausgepragt als in den betroffenen Proteinen mit nur einer
EAD und in EcoGUS ist sie tUberhaupt nicht sichtbar. Dieser Unterschied von EcoGU3 und
EcoGQ6 ergibt sich moglicherweise daraus, dass, wie bereits diskutiert, EAD500 in EcoGU3
eine hohere Aktivitdt zu besitzen scheint als EADP35 in EcoGQ6 oder EADP35 einen

gréReren storenden Einfluss ausubt.

Sowohl die MIC-Werte als auch die erreichten Zellzahlreduktionen in der MBC-Testung
zeigten Abhangigkeit von den jeweilig verwendeten Listerienstdmmen, eine auffallige
Korrelation der MBC-Werte zu bestimmten Stammen wurde jedoch nicht beobachtet. Die
stammabhangige Zellzahlreduktion war dabei auch aus frischen Listerien-Kulturen
reproduzierbar und hangt daher nicht mit einer zufélligen, einmaligen Kulturbedingung am
Versuchstag zusammen (nicht dargestellt). Eine mégliche Ursache fir die stammabhangigen
Ergebnisse kodnnte darin liegen, dass beispielsweise bei verschiedenen Stadmmen die
Bindestellen der CBDs in unterschiedlicher Anzahl vorhanden sind oder diese unter-
schiedlich zuganglich sind. So wurde fir die CBD eines Autolysins von Lactococcus lactis
gezeigt, dass diese nur an den Zellpolen am Peptidoglykan binden kann, da an der
restlichen Zelloberflache Komponenten der Zellhille, moglicherweise Lipoteichonsauren, die
Bindung verhindern (Steen et al., 2003). Ahnliches kénnte auch fiir CBD006, CBDP40 und
CBD511 gelten, da diese beiden Domanen ebenfalls an den Zellpolen und -septen binden,
wohingegen CBDP35 (ber die gesamte Zelloberflache verteilt bindet (Schmelcher, 2007)
und die Verteilung der CBD-Rezeptoren kdnnte unter den Stammen leicht variieren.

Bei den meisten Proteinen wurden flr die Inhibition von S1147 sv 6a die héchsten MIC-
Werte verzeichnet, wohingegen bei der Bestimmung der MBC zu beobachten war, dass vor

allem von S1135 sv 3a weniger Zellen abgetotet wurden. Hier liegt moglicherweise ein
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zusatzlicher Effekt der umgebenden Matrix zu Grunde, denn die Testung der MIC erfolgte in
TB-Medium und die MBC wurde in Niedrigsalzpuffer ermittelt. So wurde zum Beispiel in der
Literatur beschrieben, dass die rdumliche Anordnung der Teichons&uren stark von der
Salzkonzentration abh&ngt (Neuhaus und Baddiley, 2003). Diese unterschied sich allerdings
vom verwendeten TB-Medium mit 85,6 mM NaCl zum MBC-Puffer mit 50 mM NaCl nur
geringfugig. Jedoch konnte auch der Zusatz von 0,1 % Tween 20 im MBC-Puffer die
Zuganglichkeit der Bindestellen verandert haben.

Diesbeziglich ist zu erwéhnen, dass eine Begrindung der unterschiedlichen Zellzahl-
reduktion nicht allein durch die ungleiche Zugéanglichkeit der CBD-Bindestellen gegeben
werden kann, denn alle Enzyme auf3er EcoGP8, PlyP825 und PlyP40 besal3en die CBD511.
Besonders auffallig war die geringere Zellreduktion von S1135 sv 3a bei Ply511, PlyP40 und
M1 und in diesen drei Proteinen finden sich zwei verschiedene Zellbindedomé&nen verbunden
mit unterschiedlichen enzymatisch aktiven Doménen und damit verbundene Spezifitaten.
Besonders bei der Gegentberstellung von PlyP825 mit M1 fallt auf, dass es nicht allein
durch die Bindestellen und lysierten Bindungen im Peptidoglykan erklart werden kann,
warum ein Enzym manche Stdamme weniger gut lysierte. Die Ursache kann auch nicht in
evolutiv optimierter Orientierung und Verbindung der Doméanen liegen, denn beim Wildtyp-
Endolysin Ply511 war die mogliche Zellzahlreduktion stark abhangig vom verwendeten
Teststamm, bei den zwei gescreenten Domé&nenkombinatonen EcoGU3 und EcoGP8
hingegen nicht. Demzufolge kann dieser Effekt zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht

hinreichend erklart werden.

Minimale inhibitorische Konzentration

Im Vergleich zum Screening-Schritt mit Testung auf Wachstumsinhibition waren bei der
Verwendung von gereinigtem Protein in der Bestimmung der minimalen inhibitorischen
Konzentration sowohl bei M1 als auch bei EcoGQ6 deutlich schlechtere Ergebnisse zu
verzeichnen. Im Screening konnte EcoGQ6 (EADP40-CBD511-EADP35) sowohl Listeria
monocytogenes S1095 sv 1/2a als auch S776 sv 4b 72 h lang im Wachstum unterdriicken
und M1 (EAD500-CBD511) inhibierte beide Stamme 24 h lang. Beide Kandidaten zeigten bei
der Bestimmung der MIC uUberhaupt keine Wirkung. Dies kann nicht auf zu geringe
Proteinmengen zuriickgefiihrt werden, da von beiden Proteinen im Ansatz mit der hdchsten
Konzentration 62,5 pg/ml verwendet wurde, und diese Menge mit dem verwendeten

Volumen des Zellaufschlusses im Screening vermutlich nicht erreicht wurde.

Da die Kombination aus EADP40 und CBD511 sowohl in K1 als auch in EcoGU3 zusammen
mit der EAD500 in der MIC-Testung sehr gut funktionierte, muss bei EcoGQ6 ein negativer

struktureller Einfluss der EADP35 eine Rolle spielen. Dies wurde, wie bereits diskutiert, auch
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bei Betrachtung der spezifischen Aktivitat beobachtet. Ware namlich die EADP35 lediglich
nicht-funktional, wiirde man eine vergleichbare Aktivitat zu K1 erwarten.

Im Screening wurde induzierter E. coli Aufschluss-Uberstand verwendet, weshalb es sehr
wahrscheinlich ist, dass bereits wahrend der Expression von EcoGQ6 ldsliche und aktive
Abbaufragmente von EcoGQ6 entstanden sind, wie es auch bei der Proteinreinigung
beobachtet wurde. Diese kdnnten je nach Abbau Aktivitaten wie K1 und/oder T1 (CBD511-
EAD500) besessen haben und zusammen mit dem vorhandenen Volllangenprotein EcoGQ6
synergistisch gewirkt und die Listerien lysiert haben.

Die Domanen-Zusammensetzung von M1 ist der des Wildtyp-Endolysins PlyP825 &hnlich
(EADs: 75 % identitische bzw. 86 % homologe Reste, CBDs: 62 % identische bzw. 73 %
homologe Reste). M1 zeigte jedoch schon bezlglich der spezifischen Aktivitdt und der
EDTA-Toleranz schlechtere Resultate als PlyP825, die auf unterschiedlicher Aminosaure-
zusammensetzung oder auf nicht optimaler Wechselwirkung der Domanen beruhen kdnnten.
Die Wirkungslosigkeit von M1 in der MIC-Testung hatte vermutlich noch eine weitere
Ursache, denn der Verdau mit Trypsin hatte gezeigt, dass M1 anders als PlyP825
proteolytisch auf3erst instabil war. So kdnnte es sein, dass dieses Protein durch freigesetzte
Proteasen lysierter Listerien-Zellen abgebaut wurde. In der Testung mit Zellaufschluss-
Uberstanden hingegen ware M1 durch die Anwesenheit zahlreicher Proteine aus dem E. coli
Aufschluss vor Proteolyse geschitzt und durch die Verwendung des proteasedefizienten
E. coli-Stammes NEB Express 1Q wurden weniger Proteasen aus E. coli durch den
Zellaufschluss eingebracht.

Da proteolytischer Abbau generell ein Problem darstellt, wéare, wie oben diskutiert, die
Hochdurchsatz-Reinigung Uber beschichtete Platten eine Moglichkeit, schon im Screening

sauberes Protein einzusetzen bzw. Abbau zu dokumentieren.

EcoGP8, die gereinigte Variante mit den beiden serovarspezifisch bindenden CBDs, zeigte
im Screening auf Inhibition von Listerienwachstum Uberraschenderweise Aktivitat auf dem
Listerienstamm S776 mit Serovar 4b. Im Gegensatz dazu besall das gereinigte Protein in
der MIC-Testung, wie zu erwarten, nur die Fahigkeit zur Inhibition derjenigen Serovare, an
welche die Zellbindedoménen CBD006 und CBDP35 binden konnen. In diesem Fall waren
dies Serovar 1/2a und 3a, hingegen konnte bei sv 4b und 6a keine Wirkung beobachtet
werden.

Die Ursache fur das Ergebnis im Screening ist nicht klar, allerdings wurde auch fur Ply118,
ein Listerien-Endolysin, dessen CBD an die Serovare 1, 2 und 3 bindet, beschrieben, dass in
photometrischen Lysetestungen die Lyse an Serovar 4b beobachtet wurde und als
Begriindung daftr wurde die alleinige Aktivitat der EAD118 diskutiert (Schmelcher, 2007). In

dieser Arbeit kann dies nicht zutreffen, da sonst alle Proteine mit den EADs EADP40 und
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EADPSA, die beispielsweise in EcCoOGA7 und EcoGP8 vorhanden sind, Inhibition hatten
zeigen missen.

Es fallt zusatzlich auf, dass von EcoGP8 auch bei den Stammen 1/2a und 3a, die von den
Zellbindedoménen CBD006 und CBDP35 gebunden werden, weitaus hohere
Konzentrationen zur Inhibition benétigt wurden als von PlyP825, EcoGU3, PlyP40, K1 und
Ply511. Dies konnte in der hoheren Bindeaffinitat zu den Zellen begriindet sein, so dass sich
das Protein auch von bereits gettteten Zellen schlechter abléste, um das Peptidoglykan

noch lebender Zellen zu lysieren.

Minimale bakterizide Konzentration und Wirkung in Milch

Die minimalen bakteriziden Konzentrationen der gereinigten Proteine wurden in Puffer
bestimmt und anschlieRend die bakterizide Wirkung in pasteurisierter, homogenisierter Milch
mit 1,5 % Fett getestet.

Der Vergleich der Resultate der MBC-Bestimmung in Puffer bei pH 6 und 50 mM NaCl von
M1 und PlyP825, deren Domanen jeweils hohe Anteile homologer Aminoséuren aufwiesen,
zeigte, dass M1 von S1135 sv 3a und von S1147 sv 6a lediglich geringere Zellzahlen
reduzieren konnte als PlyP825. Mdglicherweise lag die Ursache der unterschiedlichen
Effektivitdten von M1 und PlyP825 darin, dass M1 wesentlich geringere proteolytische
Stabilitat besald als PlyP825 und daher anders als PlyP825 durch die aus den Listerien-
Zellen freigesetzten Proteasen wahrend der Inkubation bei 30°C abgebaut wurde. Dies
konnte experimentell nachgewiesen werden, indem M1 mit Uber Ultraschall aufge-
schlossenen Listerien-Zellen inkubiert wird und in einer zeitlichen Reihe Proben mittels SDS-
Gelen auf Abbau von M1 analysiert werden.

Bei den 3-Doméanen Proteinen mit zwei EADs fiel auf, dass zwischen den Zellzahl-
reduktionen von EcoGQ6 und EcoGU3 grof3e Unterschiede bestanden. EcoGQ6 lysierte
maximal 1,5-4 log Zellen und EcoGU3 konnte bei jedem Teststamm alle 10° Zellen abtéten.
Die hier vorhandene Differenz ist wahrscheinlich auf die vermutete geringere Aktivitdt sowie
den diskutierten, intensiver stérenden Effekt von EADP35 als von EAD500 zurtickzufiihren.
Insgesamt zeigt sich in dieser Testung, dass durch die zweite EAD in EcoGU3 im Vergleich
zu K1 ein groRer Gewinn der bakteriziden Wirkung erzielt wurde, auf EcoGQ6 ist dies
allerdings nicht tbertragbar.

Ein weiterer interessanter Aspekt bei den 3-Domanen Proteinen ist, dass auch EcoGP8 mit
den serovarspezifischen Zellbindedomé&nen CBD006 und CBDP35, die nur an die beiden
Teststamme mit sv 1/2a und 3a binden kdnnen, bei allen verwendeten Listerien mindestens

4 log Zellen lysierte, also auch von Listerien mit sv 4b und 6a. Damit wiederholte sich das
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Ergebnis des Screening-Schrittes der Wachstumsinhibition, welches wiederum in der
Bestimmung der MIC nicht bestatigt werden konnte.

Dieser Umstand macht zwar einerseits klar, dass das Ergebnis des Screening-Schrittes nicht
durch einen Durchfuhrungsfehler verursacht wurde, da sich bei der MBC-Testung dasselbe
Resultat zeigte. Andererseits konnte die gemeinsame Ursache fir diesen Effekt, die es
sowohl im Screening-Test als auch in der Bestimmung der MBC, jedoch nicht in der

Bestimmung der MIC geben sollte, zum momentanen Zeitpunkt nicht identifiziert werden.

Bei der Testung der bakteriziden Wirkung in Milch mit 1.5 % Fett waren die in Puffer
ermittelten MBC-Werte fir eine Zellzahlreduktion nicht ausreichend, was sehr wahrscheinlich
auf die Komplexitat der Matrix der Milch zuriickzufihren ist. Die Tatsache, dass zumindest
bei einer hoheren Konzentration von 20 pg/ml mit den Wildtyp-Endolysinen in Milch
mindestens die selben Zellzahl-Reduktionen wie in Puffer erfolgten, weist jedoch darauf hin,
dass die Zelllyse von Listerien durch Destabilisierung des Peptidoglykans in Milch prinzipiell
funktioniert und die Zellen nicht osmotisch stabilisiert werden.

Auch fir andere Endolysine wurde beschrieben, dass die in Puffer bestimmte bakterizide
Konzentration fir eine Anwendung in Milch nicht ausreichend war. Die Versuchs-
durchfiihrungen waren dabei je nach Publikation leicht unterschiedlich, die Gesamtaussagen
konnen jedoch durchaus Ubertragen werden. So konnten zwar in Puffer mit physiologischem
Salzgehalt von Clostridium tyrobutyricum 4 Zehnerpotenzen mit 333 pg/ml mit dem
Endolysin Ctpll abgetétet werden, bei der Durchfihrung in geléstem Milchpulver wurden mit
der selben Konzentration jedoch nur 0,5 log lysiert (Mayer et al., 2010). Das Endolysin
Ply700 zeigte mit 50 pg/ml im Gegensatz zur Lyse im Puffer in Kuhmilch ebenfalls nur 0,3
Zehnerpotenzen Reduktion von Streptococcus uberis (Celia et al., 2007). Ob in diesen
Beispielen mit htheren Konzentrationen Zellreduktion in Milch erreichbar wére, ist aus den
Daten nicht ableitbar, allerdings liegen diese Beispiele bereits Uber den in der Milch
bendtigten Konzentrationen von Ply511, PlyP40 und PlyP825.

Als Ursache fur die Inaktivierung von Ply700 in Milch wurde ein Einfluss der zweiwertigen
lonen diskutiert, denn in Vortests hatte Ply700 von Ca®** abhangige Lyseaktivitat gezeigt mit
einem Optimum bei 10 mM CaCl,. In Milch liegen insgesamt ca. 30 mM Calcium-lonen in
Form von Calciumcitrat, Calciumphosphat und an Kasein gebunden vor, sind jedoch
madglicherweise fir Ply700 nicht in genigend hohen Mengen zuganglich, oder aber das
Enzym wird dadurch bereits wieder inhibiert (Celia et al., 2007). Fir eine Neutralisierung von
basischen Enzymen, wie den in dieser Arbeit verwendeten Zellwand-Hydrolasen, wirden
ionische Wechselwirkungen mit negativ geladenen Milch-Bestandteilen wie Kasein oder

Sialoglykokonjugaten in Frage kommen (Chockalingam et al., 2007).
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Es wurden in Milch durchaus auch erfolgreiche Zellreduktionen durch Zellwand-Hydrolasen
beschrieben, allerdings liegen hier keine unmittelbaren Vergleichswerte der MBC in Puffer
vor. Beispielsweise konnten mit dem Endolysin LysH5 bei Verwendung von 10° cfu/ml alle
Zellen von Staphylococcus aureus mit 88 ug/ml lysiert werden, bei Einsatz von 10° cfu/ml
waren geringere Proteinmengen von 25 pg/ml nétig (Obeso et al., 2008). Deutlich geringere
Konzentrationen wurden hingegen von Lysostaphin, dem Bakteriozin gegen Staphylococcus
aureus, mit 0,25 bis 2,0 pg/ml benétigt, die alle eingesetzten 10* Zellen abtéteten (Oldham,
1991).

Interessanterweise hatten im Gegensatz zu den Wildtyp-Endolysinen die Domanen-
kombinationen M1, K1, EcoGQ6, EcoGU3 und EcoGP8 in Milch auch mit 20 ug/ml nur sehr
geringe Wirkung. Somit trat bei den gescreenten Proteinen nicht nur eine Verschiebung der
Wirkkonzentration, sondern eine zusatzliche Inhibition auf, die moglicherweise die jeweilig
enthaltenen Domanen betreffen konnte. Die gezeigte Wirkung der Wildtyp-Endolysine gegen
Listeria in Milch wies darauf hin, dass zumindest EAD511, CBD511 und EADP40, welche in
den gescreenten Domanen-Kombinationen vorhanden waren, von den in der Milch
enthaltenen Komponenten nicht inhibiert wurden. Das einzige gescreente Protein, welches
nur diese Domanen beinhaltet, war K1 mit EADP40-CBD511. Hier ist jedoch ein konkreter
Vergleich der erhaltenen Zellreduktionen in Puffer und in Milch schwierig, da bei K1 in der
MBC in Puffer der zum ,Eagle Phanomen* vergleichbare Effekt auftrat. Daher entsprach die
Zellzahlreduktion mit 20 ug/ml K1 genau der in Milch gemessenen Reduktion. Allerdings ist
in Milch vermutlich nicht nur die minimale bakterizide Konzentration zu hoheren Werten hin
verschoben, sondern auch die Konzentrationen, bei denen der ,Eagle Effekt“ in Erscheinung
trat, wie die Beispiele von PlyP40 und PlyP825 zeigten, die im Puffer bei 20 ug/ml geringe
bis fast gar keine Wirkung hatten. Zur Bestatigung dieser Vermutung sollten zuklnftig
zusatzlich Konzentrationen zwischen 0,8 und 20 pg/ml und auch mehr als 20 yg/ml von K1 in
Milch getestet werden.

Mindestens von K1 ware demnach allein aufgrund der kombinierten Doméanen in Milch eine
Wirkung wie in Puffer moglich. Besonders auffallig war die Differenz zwischen den
Aktivitdten in Puffer und in Milch bei EcoGU3, zumal bei diesem Protein zuvor keine
konzentrationsabhangige Hemmung beobachtet wurde. Um jedoch die selbe Aussage fir
EcoGU3 und auch EcoGQ6 sowie EcoGP8 treffen zu kénnen, missten die Wildtyp-Proteine
Ply500, PlyP35 und Ply006 in Milch und in Puffer getestet werden.

Es ist jedoch aufféllig, dass EcoGU3 aus EADP40-CBD511-EAD500 in Milch dieselbe
Wirkung besall wie K1 (EADP40-CBD511) und EcoGQ6 mit EADP35 statt EAD500 fast
keine Zellreduktion erreichte. Dies bedeutet, dass durch die EAD an der dritten Position kein

Funktionsgewinn erzielt wurde, sondern zumindest bei EcoGQ6 vielmehr starke
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inhibitorische Wirkung damit verbunden war, was mdoglicherweise durch eine Interaktion mit
der Milch-Matrix verstarkt bzw. verursacht wurde.

Interessant ist hierzu auch der Vergleich der Ergebnisse von M1 mit PlyP825, denn beide
Proteine besalRen Domanen mit hohen Anteilen homologer Aminosauren und zeigten in
Puffer gegen den in der Milch verwendeten Teststamm dieselbe MBC und Zellzahlreduktion.
Diese Gegeniberstellung legt nahe, dass die Ursache fur die geringen Wirkungen der
gescreenten Proteine nicht in den Doménen selbst, sondern in der Verbindung der Doméanen
lag. So befanden sich zwischen den Doménen geladene Aminosaurereste, die
maglicherweise nicht mit den Domanen, sondern mit Bestandteilen der umgebenden Matrix
in Wechselwirkung traten. Die Linkersequenzen wurden anhand ihrer Eigenschaft
vorhergesagt und dahingehend ausgewéhlt, dass sie geladene Reste wie Lysin enthielten
und auch der synthetische Linker wurde mit drei Lysinen entworfen, die beispielsweise mit
dem negativ geladenen Bestandteilen der Milch interagieren und somit neutralisiert werden
kénnten. Die Assoziation von Milchkomponenten an der Linkerregion kénnte auch dazu
fuhren, dass die Beweglichkeit des Linkers herabgesetzt war und damit die Domé&nen nicht
mehr derart rotieren konnten, dass fir beide Domé&nen die Binde- bzw. Lysestellen im
Peptidoglykan zuganglich waren. In den Wildtyp-Endolysinen hingegen war die Orientierung
und damit das Zusammenwirken der Doméanen vermutlich durch ionische Wechselwirkungen
von den Doménen zueinander und zum Linker stabilisiert, so dass diese Proteine bei der

eingesetzten Konzentration auch in Milch funktionierten.

Zundachst sollte daher die Komponente der Milch identifiziert werden, die auf die chiméren
Proteine inhibierend wirkte. So wéare es eine Mdglichkeit, die Lyseaktivitat in Gegenwart von
verschiedenen Calcium- und auch Magnesium-Konzentrationen, Kasein oder, da dieses sehr
schlecht 16slich ist, Kaseinhydrolysat, Sialoglykokonjugaten, Laktose und Molke zu
bestimmen. Um eine Aussage Uber das Milchfett treffen zu kénnen, ware die Verwendung
von Milch mit 0,1 % Fett eine Option.

Im Anschluss an die Eingrenzung der storenden Substanzen kdnnte diese dann verwendet
werden um nach verbesserten Molekilen zu screenen. Der Optimierungsansatz kdnnte mit
der Variation der Langen und Aminosduren der Linker in den Konstrukten beginnen. Dadurch
wirden zum einen die Doménen bestmdglich aufeinander abgestimmt und zum anderen

unginstige Ladungen und Langen der Linker entfernt.

5.3 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Klonierungsmethode entwickelt, um Doméanen aus

Zellwand-Hydrolasen zufallig miteinander zu kombinieren. Uber angeschlossene Screening-
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Schritte werden die erstellten Varianten je nach gewahlten Bedingungen eingegrenzt. Diese
Strategie ist schneller und zielfihrender als die bisherige Vorgehensweise des rationalen
Ansatzes und soll nun auf weitere Zielorganismen tUbertragen werden. Fir diese Genbanken
ist zwar ist eine Analyse der Eigenschaften der eingesetzten Doméanen sinnvoll, um die
GroRe der Genbank und den damit verbundenen Screening-Aufwand nicht unnétig zu
erhdhen. Es kdnnen jedoch auch uncharakterisierte und moglicherweise inaktive Domanen

eingesetzt werden, da unproduktive Konstrukte Uber das Screening entfernt werden.

Die entworfene Klonierungsmethode ist konkurrenzfdhig zu den in der Literatur
beschriebenen Verfahren, ein grofRer Vorteil liegt aullerdem in der vereinfachten
Probenvorbereitung zur Erstellung positionsspezifischer DNA-Fragmente. In zukilnftigen
Arbeiten soll die Effizienz der Klonierung der generierten Konstrukte in den Expressions-
vektor und damit die Transformationsrate optimiert werden, mdglicherweise ist dies bereits
durch die Wahl anderer Restriktionsschnittstellen an den Termini erreichbar. Eine weitere
Verbesserungsmadglichkeit liegt in der Verwendung eines Expressionsvektors, mit dem
Klone, die lediglich ungeschnittenen Vektor enthalten, einfach identifiziert werden kdnnen,

beispielsweise durch Blaufarbung der Kolonie aufgrund von B-Galaktosidase-Aktivitat.

Die verwendeten Screening-Schritte dieser Arbeit zielten auf die Anwendung im Lebensmittel
ab, weshalb acider pH und die Gegenwart von EDTA einbezogen wurden. Diese Parameter
kénnen in zukunftigen Genbanken je nach gewinschten Eigenschaften und Anwendungen
modifiziert werden, beispielsweise auf Proteasestabilitdt, hohe Salzkonzentrationen,

verschiedene Anwendungstemperaturen oder auch viskose Matrizes.

Die durch das Screening gefundenen Varianten zeigten im Vergleich zu den Wildtyp-
Endolysinen verringerte Stabilitdt gegenliber Trypsin und sollten daher vor einer Anwendung
im Lebensmittel dahingehend optimiert werden, beispielsweise durch Zufallsmutagenese.
Ein weiterer Optimierungsbedarf besteht an den Linkerregionen zwischen den Doméanen, da
das Experiment in Milch vermuten Iasst, dass diese in den gescreenten Konstrukten die
Ursache flr die beobachtete Neutralisierung durch Milchbestandteile darstellen. Vor allem fir
den Kandidaten EcoGU3 ist dies interessant, zumal dieses Protein in Puffer im Gegensatz
zu allen anderen Proteinen und Wildtyp-Endolysinen von allen vier Teststdmmen funf
Zehnerpotenzen abtdten konnte. In diesem Zusammenhang sollen Aminosaure-
zusammensetzung und Lange der Linker variiert werden. Letzteres konnte auch Uber eine
synthetische Genbank oder Uber schrittweise enzymatische Verklirzung der Linkersequenz
(incremental truncation) erfolgen. Es ware auch denkbar, in einer zweiten Generation eine

Genbank ausschlieRlich mit den Domanen des zu optimierenden Kandidaten anzulegen,
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wobei fur jede Domane verschiedene Termini eingesetzt werden. Hierfir misste jedoch

noch ein geeignetes und stringentes Screening-System entworfen werden.

Das in dieser Arbeit erstmals untersuchte Endolysin PlyP825 zeigte die beste Effektivitat in
Milch und ist somit ein &ufRerst vielversprechendes Enzym fir die Anwendung eines
antilisteriellen Zusatzes im Lebensmittel. Hierfir missen noch weitere Experimente in

Lebensmittel durchgefiihrt werden.
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7 Anhang

Tabelle 7.1: Ubersicht der verwendeten Primer und Matrizen zur Doméanenklonierung mit und
ohne synthetischen Linker. Die Doménengréf3en in bp wurde von ATG bis einschlie3lich BamHI-
Schnittstelle berechnet.

Domane Primer Linker Matrize Grole bp

fw-CBD511-lib . .

CBD511 rw-CBD511-Spel synthetisch Plasmid p1319 498
fw-CBDP40-lib . .

CBDP40 rw-CBDP40-Spel synthetisch Plasmid p2507 417
fw-CBDP40-long . .

CBDP40L rw-CBDP40-Spel synthetisch Plasmid p2507 522
fw-CBDP40-long .

CBDP40nls 'W-CBDP40-Bam - Plasmid p2507 471
fw-CBD500-lib . .

CBD500 rw-CBD500-Spel synthetisch Plasmid p766 486
fw-CBDBO025-lib . Kryptischer Phage

CBDB025 rw-CBDB025-Spel synthetisch in S1803 513
fw-CBDP35-lib .

CBDP35 rw-CBDP35-Spel synthetisch Phage ProCC P814 519
fw-CBDO0O06-lib synthetisch, Krvptischer Phage

CBD006 rw-CBDO06-lib keine Spel- | [ ép1577 g 294
rw2-Lin_syn-lib Schnittstelle
fw-EAD511-lib . .

EAD511 "W-EAD511-lib proteinogen | Plasmid p1319 591
fw-EAD500-lib . .

EAD500 "W-EAD500-lib proteinogen | Plasmid p766 468
rw-EADP40-lib . .

EADP40 "W-EADP40-lib proteinogen | Plasmid p2507 681
fw-EADP35-lib .

EADP35 "W-EADP35-lib proteinogen | Phage ProCC P814 456
fw-EADBO054-lib . Kryptischer Phage

EADBOS4 | w.ADBOS4-lb | PrOteinogen fin'sq14g >88
fw-EADPSA-lib . .

EADPSA "W-EADPSA-lib proteinogen | Plasmid p2513 552
fw-EADgp29-lib .

EADgp29 rw-gp29-Spel synthetisch Phage ProCC P721 528
fw-MurA-lib .

MurA w-MurA-lib proteinogen | ProCC S1095 837
fw-MurA-Var2-lib .

MurA-Var2 rw-MurA-lib proteinogen | ProCC S1095 570
fw-Mutlys-lib . .

Cellosyl rw-Mutlys-Spel synthetisch Plasmid p2958 711

Slel fw-Sle1-lib synthetisch ProCC S2297 465
rw-Slel-Spel

IspC - proteinogen | synthetisches Gen 684
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Tabelle 7.2: Ergebnisse aus Initial- und Spezifitdts-Screening, Sequenzierung, Screening auf
gewilnschte Eigenschaften und Inhibition von Listerien-Wachstum der 2- und 3-Domanen
Proteine. *Variante stammt aus dem 1095-Ansatz. Angegeben ist jeweils die Anzahl identischer
Kandidaten, die zeitliche Bewertung der Lysehofbildung im Initial-Screening (1: Hof nach Induktion bei
3 h 30°C oder bereits vor Induktion; 2: Hof nach Induktion bei 6 h 30°C; 3: Hof nach weiterer
Inkubation UN bei RT; 4: Hof nach anschlieRender Lagerung bei 4°C. Bei mehreren Treffern mit
selbiger Sequenz wurden die Werte gemittelt) sowie die Lysehofbildung auf verschiedenen Stammen.
Die Anzahl an ,+“ gibt dabei die GroRRe der Lysehofe an, bei ,(+)“ waren nur schwache, bei ,,((+)) nur
sehr schwache Lysehdfe zu sehen. Screening Flussiglyse: leere Felder: in diesem Test als negativ
bewertet; acider pH (+, ++: Lyseaktivitat bis pH 5 bzw. pH 4,5), Toleranz von EDTA (150, 50, 10:
Lyseaktivitat in Gegenwart von maximal 150, 50 bzw. 10 mM EDTA) und Aktivitat bei pH 6 (+:
Vergleichbare OD-Abnahme wie bei Ply511-exprimierendem Klon); schraffiert: Kandidat zeigte keine
OD-Abnahme in Flussiglysetestung bei pH 6. Wachstumsinhibition: L.: Bewertung der Proteinmenge
im Zellaufschluss-Uberstand von 0-4 (0: keine l6sliche Fraktion, 1-4: aufsteigende Mengen an
I6slichem Protein), a: mit Abbaubanden. n.a. Klon nicht gewachsen.

Spezifitat EAD Bindung CBD
(putativ) alle Serovare
bestimmte Serovare

L-Ala-D-Glu-Peptidase
D-Glu-meso-DAP-Peptidase
Lysozym
Glucosaminidase

2-Doménen Proteine

Initial- Lysehofbildung Sequenzierung Screening Wachstums-
= Screening bei pH 7 Flussiglyse inhibition
g <= '§ 0 ﬁ [T - ol — o~ < UBJ_ [T} ﬁ =
X <C ﬁ ) 5 ) 5 ) 5 ) 5 Do. Do. LUl o o | 1 ) 5 ) 5
Y1 1 2 ++4++ | A | A | CBD511 +
N1 1 1 ++ +++ ++ ++ |CBD511 +
F 2* 3 + + + + CBD511
J1 2 1 + + + + JCBD511
M2 1 2 (+) + (+) (+) CBD40L
K1 1 1 ++ +44+ + ++ JEADP40 CBD511 50 ++ + 4 24 h 24 h
Q3 1 4 + + (+) (+) |JcBD511 EADP40 50 + |n.a] n.a n. a.
M1 3 1 +++ +44+ ++ +++ |EAD500 CBD511 10 + 4 24 h 24 h
T1 3 1 ++++ | +++ +4++ +++ |CBD511 EAD500
J8 5 4 (+) + (+) (+) |EADP35 ICBD511
J10 2 3 ++ ++ ++ ++ JCBD511 EADP35
J3 2 2 (+) (+) (+) ++ MurAVar2 |CBD511 50
L1ib 1 1 + + (+) (+) |CBDB025 |EADP40

3-Doménen Proteine
Initial- Lysehofbildung Screening Wachstums-
Screening bei pH 6 Sequenzierung Flussiglyse inhibition

. o)

Kandidat S E AN - o ™ > 3_ o 0wl |, a
sl (as]|aslns|as| & 8 g |alz|z| |85k
<C N N nl ol ol n 0 0 0 LUl o o | 1 N 0 (IR

CBD511 mit 2 EADs

EcoU 2 1 2 ((+)) + ++ +

EcoFP 8 1 3 + + + + FF iy

EcoFL 27 1 3 + ((+)) + + L ALY

EcoCK 1 3 2 + + + + +

EcoGZ 9 1 3 ++ ++ ++ + JCBD511

EcoCB 1 1 1 + ((+) + + CBD511

EcoGT 3 1 1 ++ + + + |EADP40 |EADP40 __ |CBD511 50 | ++ + 4 0h 0h

EcoFS 6 2 2 ++ + + + |EADP40 _|CBD511__ |EADP40 50 | ++ + 3] 72h 24 h

EcoAS 9 1 3 + + + (+) |EADP40 CBD511 Cellosyl 50

EcoFL 5 1 1 ((+)) + + Cellosyl CBD511 EADP40 50

EcoGB 2 2 2 + + +++ EAD500 EAD500 CBD511 +

EcoFN 6 3 3 + + + (+) |EADP35 CBD511 EAD500 50

EcoAK 2 2 2 ++ ++ ++ ++ CBD511 EADP40 10 + 1 0h 0h

EcoFQ 1 4 2 + + + + 50 + 2 ] 72h 0h

EcoGX 3 1 1 ++ ++ + + I[EAD500 |CBD511 10 + 4 0h 0h

Ecol 3 1 2 ++ ++ + ++ CBD511 +

EcoAD 2 3 2 +++ | +++ | +++ | +++ |EAD500 CBD511 +




7 Anhang 177
Fortsetzung von Tabelle 7.2

EcoGO 11 2 2 ++ + ++ ++ |EAD500 [CBD511 10 + | 2] oh 0h
EcoE 21 1 3 + + + + |EAD500 10

EcoO 6 3 4 ++ ++ ++ ++ JCBD511 EAD500

EcoGW 11 2 1 ++ ++ ++ ++ JCBD511 EAD500 10

EcoFZ 5 3 3 ++ + + + EADgp29 |[CBD511 +

EcoGS 12 2 2 + + + + CBD511 |EADgp29 +

EcoGM 14 1 1 + + + + MurA Var2 |CBD511

EcoCM 3 2 3 (+) (+) () | (+) CBD511 10

EcoCM 1 2 1 + + + + IspC

EcoFA 3 1 2 +++ ++ +++ + 10

EcoFR 1 2 2 ++ ++ + + CBD511 MurA-Var2 +

EcoGC 10 1 3 ++ + + ++ |CBD511 IspC I

EcoK 4 3 3 + (+) (+) (+) |cBD511 MurA-Var2

EcoHB 8 1 1 + + (+) + |CBD511 MurA

EcoX 2 1 4 + + + + |Cellosyl |EADP35 |CBD511 "N LA

EcoK 2 4 1 + ++ ++ + EADP40 EAD500 CBD511 10

EcoGX 15 2 2 + + + (+) |EADP40 |EADP35 |CBD511 10

EcoGP 4 3 1 ++ ++ + ++ |EAD500 |EADP40 _ |CBD511 10 | ++ + J1a] 24n 0h
EcoFN 5 2 3 + + + (+) |EADP35 |EADP40 _ |CBD511 50

EcoGU 3 1 1 ++ ++ ++ ++ |EADP40 CBD511 EAD500 10 ++ + 1 72 h 72 h
EcoGQ 6 1 1 ++ + + + EADP40 CBD511 EADP35 50 ++ + 2 72 h 72 h
EcoN 6 1 3 ++ ++ ++ ++ JEAD500 CBD511 Cellosyl 10

EcoGH 1 2 1 ++ ++ ++ + |EAD500 IcBD511  [EADP40 50 + 2 72 h 0h
EcoGC 3 2 2 + + + CBD511 |EADP40 |EAD500 10

EcoGO 1 1 1 + (+) ((+)) EADP40  |MurA CBD511 50

EcoAB 4 1 2 (+) + (+) _|MurA-Var2 |EADP40 _ |CBD511 10

EcoFB 1c 1 1 ((+) + (+) EADP40 |CBD511  |IspC 150 0-1] 0Oh 0h
EcoFR 9 1 3 ++ ++ ++ ++ |EADP40 _ ICBD511  ||MurA-Var2 | 50

EcoV 1 2 3 + + + + CBD511 EAD500 EADgp29 10 + 2 0h 0h
EcoR 4 1 2 (+) + (+) (+)__|MurA-Var2 |EAD500  |CBD511

ECoAE 4 3 2 ++ ++ (+) ++ |EAD500 ICBD511  |MurA 10 + 3 0h 0h
ECoAS 4 2 2 ++ ++ ++ ++ JMurA-Var2 [CBD511 EAD500 10 + 4 24 h 0h
EcoGS 17 2 1 + + + + _IMurA-Var2 |CBD511 _ |EADP35 50 + 1 72 h 0h
EcoHA 3 1 1 + + + + JCBD511 EAD500 MurA-Var2

EcoAL 3 1 2 + ++ + + |CBD511 MurA-Var2 |[EAD500

CBD511 mit 1 EAD und 1 CBD (inklusive CBDP40-Varianten)

EcoGY 26 1 3 + + + +__IcBD500

EcoAS 14 2 3 (+) + + +_|CBDP35

EcoGV 10 1 3 ++ + ++ +__|CBDB025

EcoK 8 1 4 + + + + _|cBDP40nls o

EcoGB 21 1 4 (+) (+) (+) (+) CBD511

EcoCG 1 1 3 + + + + CBDB025

EcoGE 1 5 3 + + + CBDP40nls +

EcoFQ 8 1 3 + + + + CBDP40nls

EcoL 4 1 2 + + + + JCBD006 _ |CBD511 ++ 3 72 h 0h
EcoFJ 5 2 3 + + + + JCBD500 _ |CBD511

EcoO 2 1 2 + + (+) CBD500 _|CBD511 A A

EcoFQ 9 1 3 + + + + JcBD511  [cBD511 A A

EcoGZ 10 1 3 + + ++ + ICBD511 CBD500

EcoFS 14 1 4 + + + + JEADP40 |CBDP40L |CBD511 150 | ++ 3 0 h 0 h
EcoO 5a 1 4 ++ ++ ++ ++ |CBDB025 |EADP40 |CBD511 50

EcoGT 9 2 1 + + + + JEADP40 ICBD511 |CBD006 150 | ++ 3 72 h 0 h
ECoAA 1 1 1 (+) + + + |JEADP40 ICBD511 [CBDP40nis] 50 | ++ 2 24 h 0 h
EcoGD 16 1 4 + + + + ICBDP35 |CBD511 |EADP40 150 | ++ 3 0 h 0 h
EcoFQ 7 1 3 + + + + ICcBD511 |CBDP35 _|EADP40 150 | ++ 2 24 h 0 h
EcoAL 5 1 2 ++ ++ + ++ JCBDO006 EAD500 CBD511

EcoAS 10 1 3 + ++ + (+) |cBDP35 |EAD500 |CBD511 10

EcoGN 1 1 1 + + + + |EAD500 |CBDA006 [CBD511 10

EcoFL 4 1 1 + + + + ICBDP35 |CBD511 |EAD500

EcoA 1 1 3 ++ + ++ ++ |EAD500 |CBD511 |CBD500 10

EcoX 1 1 4 (+) (+) + (+) |EAD500 |CBD511 |CBDO006 +

EcoGC 17 5 4 + + + |EADP35 |CBD511 |CBDP40nis| 10

EcoFJ 4 1 3 + + + (+) |CBD511 |CBD500 |EAD500 10

EcoGB 20 3 4 + (+) + (+) Icepsi1 [cBDP35 |EADP35 =

EcoGO 5 1 1 + + + + |CBDP40L |CBD511 |EAD500 10

EcoGA 16 1 4 + (+) ++ + JCBD511 CBDP40nis|EAD500

EcoGY 22 1 1 (+) (+) + (+) |MurA-Var2 |CBD511 |CBD006 10

CBDP40-Variante mit 2 EADs

EcoFZ 6¢c 1 3 + + (+) CBDP40nls

EcoFQ 6 3 3 + + + CBDP40nls

EcoAS 11 1 3 + + ((+)) CBDP40L

EcoO 9e 1 4 + + +

EcoGW 8 1 1 + + + (+) EADP40 _ [CBDP40nis] 50




178 7 Anhang

Fortsetzung von Tabelle 7.2

EcoFS 16 2 3 + + + ((+)) [EADP40  JEADP40  [cBDP40L | 50 + [ 2 oh | oh
EcoAR 5 1 3 (+) -+ + (+) |EAD500 |EAD500 [CBDP40nis] 10

EcoAS 7 2 3 + -+ + (+) |EADP40 10

EcoGE 10 2 4 + + + ((+) |EADP40 10

EcoAl 8 1 2 + + + +_|EADP40 150 1 oh | oh
EcoFR 8 1 3 o+ + + ((+) |EADP40

EcoGQ 12 1 4 T & (+) (+) |EADP40

EcoFN 2 2 2 + + + + CBDP40nlIs| 50

EcoO 3 1 3T & EHED) EADP40 10

EcoGA 10 1 3 + + (+) CBDP40L

EcoO 8 1 4 + + + [EADgp29 [CBDP40nis

EcoFL 11 1 2 D) D) (+) CBDP40nls| 50 + |1 oh | on
EcoGC 7 2 3 + + (1) [MurA-Var2 |CBDP40L +

EcoGS 9 1 1 + + ((+) CBDP40nis] 10

EcoGM 3 1 1 + + ((+)) CBDP40nls|MurA-Var2

EcoGD 4 3 3 + + + (+) |EADP40 |EAD500 [CBDP40nis| 50

EcoAH 3 1 3 + + (+) |EAD500 |EADP40  [cBDP40nIs| 50

EcoGM 2 1 1 + + ((+) EADP40 __|CBDP40nls|EAD500 50 + 1 3] 24nh | 24h
EcoM 6 1 4 + ((+) + ((+)) |EADP40  |CBDP40nIs|EADgP29

EcoGC 6 2 2 -+ + + (+) |EADP40  [MurA-var2 [cBDP40nIs| 50

EcoHA 4 1 1 + + + EADP40 _ [MurA-var2 [cBDP40L | 50

EcoGS 14 1 1 + + + ((+)) IMmura-var2 |[EADP40  |CBDP40nIs] 150 1 oh | oh
EcoAQ 8 1 3 + + (+) MurA-Var2 [CBDP40L |EADP40 50

EcoR 3 1 2 + + ((+)) MurA EAD500 _ |CBDP4ONIs|# A 1

Ecol 4 1 4 + + + (+) |EAD500 [cBDP40L [MurA-var2 | 10

EcoCE 2 1 3 + + + MurA-Var2 | CBDP40niIs|EADP35 10

CBDP40-Variante mit 1 EAD und 1 CBD (ohne CBD511)

EcoGA 8 2 3 + ++ + ((+) CBDP35 _|CBDP40nls

EcoGB 13 1 3 + + + CBDP40nls|CBDP40nls

EcoGR 8 1 4 | ()| + + CBDO006 cBDP4ONIsp A A A

EcoFM 4 1 3 + + + +_|cBD500 CBDP40L

EcoGT 7 1 1 + + + + _|CBD500 CBDP40NIsk # #1742

Ecow 1 3 2 + + + ((+)) |EADP40  |cBDO06 [CcBDP40L | 10 | ++ 2 | 24n 0h
EcoFP 1 2 1 + + (+) EADP40 |CBD006 |CBDP40nis] 150 | ++ 3| 24n 0h
EcoGM 12 2 2 + + (1) | () [EApP40  |cBDP4oL [cBDP4onis] 150 | + 2 0h 0h
EcoFS 8 2 3 ++ + + +_|EADP40 _|CcBDP40nIs|CBD006 150 | ++ 3| 72n 24 h
EcoGF 2 1 4 ) (+) + (+) |EADP40  [cBDP40L |CBD500 50

EcoAA 3e 1 4 + + + CBDP40nlis|CBDP35  |EADP40 150 | ++ 3 oh | oh
EcoS 8 1 4 + + + + CBDP35 EAD500 CBDP40nls

EcoAQ 5 2 3 + + (+) CBD006 [EAD500 [CBDP40OL

Einander ergédnzende serovarspezifische CBDs

EcoV__3 1 2 + + + HCBDOOG CBD500

EcoFR 10 1 3 + + + (+) |cBD500 |CBDP35 [Cellosyl 150 | ++ 2] 24n ] on
Serovarspezifische CBD

EcoGUJ9 P I I T #

EcoAS [15 2 2 + +) | (+) EADP40 _ |MurA-Var2 |CBD006

EcoFN |1 1 3 ++ + (+) EAD500 il

EcoGA |7 4 3 ++ ++ + EADP40 150 [ + 2| 72n | 72nh
EcoE [12,1 1 1 +++ +++ +++ +++ |MurA

EcoGY |10 1 1 + + + EADP40 _|CBD006 150 | ++ [ + 41 24n ] on
EcoFK [2 1 3 + + + + |cBDP35 |EADP40

EcoFN J11 1 3 + + + CBD500 Ly e

ECoAG |5 1 2 ++ + (+) ((+)) |EAD500

EcoGX |7 1 1 + + ((+) [CBD006 | +

EcoGB [16 1 4 (+) +) | (+) MurA-Var2 |CBD006 | 10

EcoL |5d 1 3 + + + CBD006

EcoR |6 2 3 + + (+) CBDO006

EcoGQ |5 1 1 +++ +++ +++ +++ |MurA-Var2 |[EAD500 CBD006 10

EcoP |5 1 2 ++ + + (+) _|EADP40  |EAD500 |CcBDP35

EcoZ |Z2c 1 4 o+ ++ + EADP40 _ |MurA-Var2 |CBDP35

EcoN [4 1 1 -+ + + (+) |EADP40  [cBD006  [MurA

EcoGB [9 1 3 ++ + (+) MurA CBD006 _[EAD500 10 + 2 oh | 24n
EcoAG |3 1 2 + + (+) (+) |CBD006 MurA-Var2 |[EAD500

EcoGP [8 1 3 + (+) () CBD006 |EADP40 [cBDP35 | 150 | ++ 2 [ 48h | 72h
EcoO [10b 1 4 + + ) EAD500 |CBDP35 |CBD006

EcoGA [11 1 4 ++ + ) CBDP35 _|EAD500 _ |CBD006

EcoFA |7 1 4 + + + CBDP35 |[CBDP35 |EAD500 10

3 EADs

EcoFR 3 1 2 + + + EADP40

EcoFL 8 1 2 ) + MurA-Var2

EcoFN 14 1 3 ++ + +

EcoFM 17 1 3 + + + [Cellosyl  |EADgp29

EcoGP 5 1 1 ++ +++ | +++
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