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Thermostabile Transglutaminasen

Problemstellung

Die kovalente Vernetzung von Proteinen zur Stabilisierung von Strukturen oder auch zur
Herstellung von Polymeren spielt fir verschiedene Anwendungen eine zunehmende Rolle.
Das Enzym Transglutaminase (TG) wird vorwiegend in der Lebensmitteltechnologie
eingesetzt. Gegenwartig werden Préparationen aus Streptomyces mobaraensis verwendet.
Die Aktivitdt eines Enzyms ist in vielen Fallen von &ufReren Bedingungen wie z.B. der
Temperatur und dem pH abhéngig. Ein Aktivitatsoptimum wird haufig nur in einem kleinen
Bereich erreicht. Fir Anwendungen auflerhalb des Lebensmittelbereiches sind fir
Vernetzungsreaktionen hdéhere Temperaturen notwendig. Die auf dem Markt verfigbare
Transglutaminase weist jedoch nur eine geringe Stabilitat bei hdheren Temperaturen auf.

Neuartiges Verfahren

Mit der neuen Technologie werden Transglutaminasen zur Verfigung gestellt, die sich
durch verbesserte Thermostabilitdét und erhthte Aktivitdt auszeichnen. Die veranderten
Transglutaminasen wurden durch random mutagenese mittels error prone PCR generiert.
Die Gensequenzen dieser Transglutaminasen wurden analysiert und die entsprechende
veranderte Aminosauresequenz abgeleitet. Mit Hilfe dieser Sequenzinformation und der
bekannten Kristallstrukturen konnten die Bereiche im Protein identifiziert werden, die eine
erhdhte Temperaturstabilitdt gegeniiber dem bekannten Enzym aufweisen. Die thermosta-
bilen Transglutaminasen zeigen ein Aktivitatsoptimum bei deutlich h6heren Temperaturen
Uber einen breiteren Bereich.
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Abb. 1: Thermische Stabilitat von Activa WM (enthalt 99 %  Abb. 2: Spezifische Aktivitat bei verschiedenen Temperaturen
Maltodextrin), gereinigter MTG aus Activa WM, rekombinanter  yon Activa WM, gereinigter MTG aus Activa WM, rekombinanter

Wildtyp-TG und zwei ausgewahlten (gereinigten) Mutanten.  Wildtyp-TG, der thermostabilen und aktiveren Mutante 1 sowie
Standardaktivitatstest nach Folk und Cole [Folk and Cole, der thermostabilen Mutante 2.
1966].
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