
Christian Detzel (Autor)
Autodisplay von Nitrilasen zur Umsetzung von

Nitrilen zu Carbonsäuren

https://cuvillier.de/de/shop/publications/497

Copyright:
Cuvillier Verlag, Inhaberin Annette Jentzsch-Cuvillier, Nonnenstieg 8, 37075 Göttingen,
Germany
Telefon: +49 (0)551 54724-0, E-Mail: info@cuvillier.de, Website: https://cuvillier.de



Inhaltsverzeichnis� �

Inhaltsverzeichnis�

I.� Zusammenfassung�..........................................................................................................�1�

II.� Summary�............................................................................................................................�3�

III.� Einleitung�..........................................................................................................................�5�

1.� Nitrilasen� 6�

,0,0� �����!���������
 
	������	! ��<�����..........................................................................................�7�
,0*0� H�
��#������������������	���...........................................................................................................�9�
,070� ��#��������<�������	��! ���	��	�.............................................................................................�9�
,0>0� ��"������������������	! �#���������������	����������A����! ��������.................................�13�
,0>0,0� %���������	�	�������������?�#��������.................................................................................�13�
,0>0*0� �������	���������H
�� �	��...................................................................................................�14�
,0>070� <����	���������H
�� �	��.......................................................................................................�15�

,090� ��������	�������...........................................................................................................................�16�

2.� Das�Autodisplay�System� 17�

3.� Ziele�der�Arbeit� 20�

IV.� Material�und�Methoden�.............................................................................................�21�

1.� Material� 21�

,0,0� 1������............................................................................................................................................�21�
,0*0� H�#�"����........................................................................................................................................�22�
,070� � ��������������������������......................................................................................................�22�
,0>0� <���������	�����CJ���	MD�..............................................................................................................�24�
,090� ���
���..........................................................................................................................................�25�
,080� @���������������............................................................................................................................�25�
,050� A��������	������.........................................................................................................................�26�
,060� (��	�����........................................................................................................................................�26�
,040� �� ��������..................................................................................................................................�27�
,040,0� 'A��������............................................................................................................................�27�
,040*0� *?N=��������........................................................................................................................�27�
,04070� H@���������.........................................................................................................................�27�
,040>0� ((���������.........................................................................................................................�27�

,0,+0� '2	����������(�##���....................................................................................................................�27�
,0,+0,0� '2	������#&�����������	���������
 ���	��.........................................................................�27�
,0,+0*0� '2	������#&������H�H�(�1��.................................................................................................�28�
,0,+070� '2	������#&�������	�������������(���������������I�����A����������������................�28�
,0,+0>0� '2	������#&������(��	����	�����������! �A���������������
..........................................�29�
,0,+090� '2	������#&����������
����������	��&��	! �! ��� ���������
 ���..................................�29�
,0,+080� '2	������#&����������
����������	�%('��.............................................................................�29�

� �



� Inhaltsverzeichnis�

2.� Methoden� 30�

*0,0� �������������E.�coli�.......................................................................................................................�30�
*0,0,0� F��������������#�����
�������...............................................................................................�30�
*0,0*0� F���������������H! &�����������..........................................................................................�30�
*0,070� F���������������$���������..................................................................................................�31�
*0,0>0� H���� �������......................................................................................................................�33�
*0,090� %��	������������������
��������3������.............................................................................�33�
*0,080� =���	#�����������������������
��������3������..............................................................�33�
*0,050� �?
��		����������������	
������$�	���	��������E.�coli�....................................................�34�
*0,060� ��	�����������������������	��#�I�..................................................................................�34�
*0,040� ��	����������$���������....................................................................................................�35�

*0*0� ��������������������	������........................................................................................................�35�
*0*0,0� (��	����	���������.................................................................................................................�35�
*0*0*0� (��
����	����������������..................................................................................................�35�
*0*070� ���
����	! ��H
���������������$����������..................................................................�36�
*0*0>0� �����	�����������
 ���	��...................................................................................................�36�
*0*090� $����������������	��1�����................................................................................................�37�
*0*080� �?�����������������$������������	������	�����.............................................................�37�
*0*050� '��������.................................................................................................................................�37�
*0*060� ����H�O��������
	��...........................................................................................................�37�

*070� �������������(���������................................................................................................................�38�
*070,0� ��I���������
������
��
��������...................................................................................�38�
*070*0� (�����	�	��	��������	��	��.....................................................................................................�38�
*07070� �����������!
�	��#���(��
�!�
�������������
 ���	��CH�H�(�1�D................................�39�

*0>0� ����
����.........................................................................................................................................�40�
*0>0,0� �! ������%('������
����.......................................................................................................�40�
*0>0*0� ������	�����?�������������F��	�����	������.......................................................................�42�
*0>070� � �������������
����..............................................................................................................�42�
*0>0>0� � ������%('������
����.........................................................................................................�43�
*0>090� F����������	! ��A�	���������������������...................................................................�44�

V.� Experimente�und�Ergebnisse...................................................................................�45�

1.� Autodisplay�einer�Nitrilase�aus�Saccharomyces�cerevisiae�in�E.�coli� 45�

,0,0� F��	�������������	�(��	���	�����������	
��
�.........................................................................�45�
,0*0� �?
��		��������@���#��! ��	����������������������	��..............................................................�47�
,070� ���
�������������������#��! ���?
�����������������	����	�Saccharomyces�

cerevisiae�.......................................................................................................................................�49�
,070,0� %('������
	��.......................................................................................................................�50�
,070*0� H
�����	��
�	! ����� �����...............................................................................................�51�

2.� Autodisplay�einer�Nitrilase�aus�Klebsiella�pneumoniae�in�E.�coli� 55�

*0,0� F��	�������������	�(��	���	�����������	
��
�.........................................................................�55�
*0*0� �?
��		��������@���#��! ��	����������������������	��..............................................................�58�
*070� ���
�������������������#��! ���?
�����������������	����	�Klebsiella�pneumoniae�...............�60�
*0>0� A��! ���	! ��� ��������	���������	�1��������A�������
	����	�..............................................�68�
*0>0,0� 
%�@
������.........................................................................................................................�68�
*0>0*0� =��
�������
������...........................................................................................................�69�



Inhaltsverzeichnis� �

3.� Klonierung�und�Oberflächenexpression�einer�Nitrilase�aus�Alcaligenes�faecalis�zum�

Autodisplay�in�E.�coli� 70�

70,0� F������������	�1��	�#&��������������	����	�Alcaligenes�faecalis�...............................................�70�
70*0� �?
��		������������#��=�����������F�������������	��(=1���������������(�������	�.............�72�
7070� �?
��		������������#��=�����������F�������������	�< ����	����������������

(�������	����E.�coli�F<P�..............................................................................................................�73�
70>0� @���#��! ��	����������������������	��..........................................................................................�74�
7090� ���
�������������������#��! ���?
�����������������	����	�Alcaligenes�faecalis�....................�76�
7080� ;������! �����������	����
�������������E.�coli�A'*,C��7D)�EF7*,C��7D)�F<P�����

�=98++C��7D�...............................................................................................................................�78�
7050� ��! "��	��������������������� ��������
������������������	�����������	�

! ��������&��	! �! ��� ���������
 ���.....................................................................................�79�
7060� ��! "��	��������������������� ��������
������������<�������	�����������	�

! �������%('��................................................................................................................................�80�
7040� ���#��		�������	������	���
���������#��������������������� ��������<�

������	�����.................................................................................................................................�81�
70,+0� ��	�����������( ��
��!����������...............................................................................................�83�
70,,0� ��	�����������(����	���.............................................................................................................�84�
70,*0� @
��������������F�����������������.........................................................................................�88�
70,*0,0� A�	�������������
��������H��	������������������..........................................................�88�
70,*0*0� A�	�������������
�����������������	����������(=1�.......................................................�89�
70,*070� ���#��		���	����������	����
�����	���#�����������	����
����������..............................�89�

70,70� A��! ���	! ��� ��������	���������	�1��������A�������
	����	�...............................................�91�
70,70,0� 
%�@
������.........................................................................................................................�91�
70,70*0� =��
�������
�����............................................................................................................�91�
70,7070� ���#��		�����'����������#�����������	����
����������....................................................�92�
70,70>0� A�	������������F���������?�..............................................................................................�94�
70,7090� 3
���	! ��B��������"�����������.......................................................................................�95�

4.� Untersuchungen�zur�Produktion�von�R�Mandelsäure�im�Fermenter�durch�NitAf�AT�

tragende�Zellen� 97�

>0,0� (��������������<�������	���������������������I	����........................................................�97�
>0*0� ;�����	�! ��#&������F���������������$���������.......................................................................�98�
>070� F���������������$���������........................................................................................................�100�
>0>0� (��������������<�������	��������$���������........................................................................�110�

VI.� Diskussion�....................................................................................................................�113�

1.� Enzymaktivität�von�Nitrilasen�im�Autodisplay�System� 113�

2.� Einfluss�der�Oberflächenpräsentation�auf�die�Substratspezifität� 116�

3.� Biochemische�Charakterisierung�von�NitAf�AT�und�NitKp�AT� 118�

70,0� ���#��		���	�
%���#�����������������������#��! ��
��	�����������������	���...........................�118�
70*0� ���#��		�����<�������	���
���������#�����������������������#��! ��
��	����������

�������	���.....................................................................................................................................�119�
7070� ���#��		�����@���#��! ��
��	�����������#�����F��B����.........................................................�119�
70>0� '����	��������������#��=�����������3������................................................................................�120�
7090� B��������"�������������������#��=�����������3����������;������! �������������

��������	������	��! ������.......................................................................................................�121�



� Inhaltsverzeichnis�

4.� Kultivierung�NitAf�AT�tragender�Zellen�im�Fermenter� 123�

>0,0� A����		�"�! 	����...................................................................................................................�123�
>0*0� ���#��		#����������#�����������	����
����������...................................................................�124�
>0*0,0� 1��!�	��................................................................................................................................�124�
>0*0*0� ���#��		������������������! ��(=1���#�����������	����
����������.............................�126�
>0*070� ���!�
���� �����................................................................................................................�127�

5.� Biokatalytische�Produktion�von�Mandelsäure�im�Fermenter� 127�

90,0� ;������! ��������������������	��1��������A�������
	�������...................................................�128�

6.� Fazit� 129�

VII.� Literatur�........................................................................................................................�131�

VIII.� Anhang�...........................................................................................................................�141�

1.� Abkürzungsverzeichnis� 141�

2.� Sequenzen� 142�

3.� Plasmidkarten� 149�

4.� Veröffentlichungen� 150�

�

�


