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IV. Abkiirzungsverzeichnis

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Abkiirzungen aufgelistet.

cDNA
Cm'
Da

de
DNA
DHAP
DNase
dNTP(s)
dsDNA
E. coli
EDTA
ee

EE

et al.
EtOH

f

Jw

g
GC

Gm'
GZE

h
Hise-tag
HK
HPLC

HTS
Hz
in silico

Deletion einer DNA Sequenz

Durchmesser

Antibiotikaresistenz-Kassette

drittes Kohlenstoffatom z.B. einer Desoxyribose
fiinftes Kohlenstoffatom z.B. einer Desoxyribose
Abbildung

Alkoholdehydrogenase

Agarose-Gelelektrophorese

Ampicillin Resistenz

destilliertes Wasser

Aquivalente

bacterial artificial chromosome (kiinstliches Bakterienchromosom)
Basenpaar(e)

Bromphenolblau

Celsius

complementary DNA

Chloramphenicol Resistenz

Dalton

diastereomeric excess (Diastereomereniiberschuss)
Desoxyribonukleinsiure

Dihydroxyacetonphosphat

Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleosidtriphosphat(e)

double stranded DNA (doppelstrangige DNA)
Escherichia coli

Ethylendiamin-tetraacetat

enantiomeric excess (Enantiomereniiberschuss)
Essigsdureethylester

et aliii (und andere)

Ethanol

femto, dezimale Verkleinerung einer Einheit um 10-15
forward (vorwiérts gerichtet)

Gramm

Gaschromatographie

Gentamycin Resistenz

Ganzzellextrakt

Stunde

Sequenz aus 6 hintereinander folgenden Histidinmolekiilen
Hauptkultur

High Perfomance Liquid Chromatographie
(Hochleistungsfliissigkeitschromatographie)

high troughput screening (Hochdurchsatz-Screening)
Hertz

Vorgénge, die im Computer ablaufen (angelehnt an lateinisch in silicio)
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in vitro

in vivo
IPTG
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KPi

L
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lacZ
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mM

M

MCS
Milli-Q Wasser
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mRNA
NADH

n.b.

n.d.

NMR

NTA
N-Terminus
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P

P. putida; Pp
PAGE

PCR

Pfu

PLP

PS

ppm

q
rDNA

RE
rev
Rkt
RNA
RNase
rpm
RT

SAP
SDS
sec
s.0.

im Glas (lateinisch)

im lebendigen Organismus (lateinisch)
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
Kopplungskonstante ('H-NMR)

Kanamycin Resistenz

Kilobasen

Kaliumphosphat-Puffer

Liter

Promotor des Lactose Operons
-Galaktosidasegen

Luria-Bertani (Ndhrmedium)

Losung

Multiplett (NMR)

millimolar (Millimol pro Liter)

molar (Mol pro Liter)

multiple cloning site

Wasser aus Millipore Anlage

Minute

messenger RNA (Boten RNA)
Nicotinamid-adenin-dinucleotid (reduzierte Form)
nicht bestimmt

nicht detektierbar

nuclear magnetic resonance

Nitrilotriacetat (Nitrilotriessigsdure)
Amino-Terminus

optische Dichte bei einer definierten Wellenlédnge (= Zahl)
open reading frame(s) (offene(r) Leserahmen)
origin of replication (Replikationsursprung)
PCR Primer

Pseudomonas putida

Polyacrylamid Gelelektrophorese

polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
Pyrococcus furiosus

Pyridoxalphosphat

Phenylserin

parts per million

Quartitt (‘'H-NMR)

ribosomale DNA

Restriktionsenzym(e), Restriktionsendonuklease(n)
revers (rlickwirts gerichtet)

Reaktion

Ribonukleinsédure

Ribonuklease

rotations per minute (Drehzahl pro Minute)
Raumtemperatur

Singulett (‘"H-NMR)

shrimp alkaline phosphatase

sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
Sekunde

siche oben
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t

Ta
TA
Tab
TAE
Taq
TBE
Tc'

tE
template
™
Tris

U

UK
UN
uv
VE-Wasser
versus
v

VK
Vol.
v/v
wt
w/v
xg
X-Gal
z.B.

Triplett ("H-NMR)

annealing temperature (Hybridisierungs-Temperatur)
Threonin-Aldolase

Tabelle

Tris-Acetat

Thermus aquaticus

Tris-Borat

Tetracyclin

Elongationszeit

Matrize, Muster

melting temperature (Schmelztemperatur)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

unit(s) (Einheit(en) der Enzymaktivitit)
tiber-Nacht-Kultur

iber Nacht

Ultraviolett

vollentsalztes (demineralisiertes) Wasser
gegen, gegeniiber gestellt (lateinisch)

Volt

Vorkultur

Volumen

Volumen pro Volumen

Wildtyp

Gewicht pro Volumen

mal Erdbeschleunigung (g = 9,80665 Meter/sec2)
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-p-D-galactopyranosi
zum Beispiel
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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Biokatalyse

In den letzten Jahren ist die Biokatalyse zu einer wichtigen Anwendung fiir die industrielle
Produktion von Chemikalien geworden, insbesondere fiir die Synthese von -chiralen
Schliisselintermediaten, die in der Lebensmittel- und Pharmazeutika-Produktion, sowie in der

Herstellung von Feinchemikalien fiir die Organische Synthese benétigt werden.

Schon seit der Antike macht man sich die Eigenschaften von Biokatalysatoren fiir die
Herstellung von Lebensmitteln zu Nutzen, so z.B. fiir das Bierbrauen, flir die Fermentation

[ 2] Wihrend bei diesen Prozessen der gesamte lebende

von Wein oder Milchprodukten
Organismus biotechnologisch verwendet wird, nutzt man bei der Enzymtechnologie direkt
isolierte Enzyme. Auch fiir die Heilkunde wurde die Wirkung von Enzymen aus
verschiedenen Pflanzen genutzt, so konnten mitunter Geschwiire durch Auflegen von frisch
gekauten Feigen geheilt werden. Der Strunk der Ananas, der das Enzym Bromelain enthilt,
wurde bei Verrenkungen und Verstauchungen verwendet und auch bei Halsentziindungen und
Odemen wurde die heilende Kraft der Ananas genutzt /.

Innerhalb des 19. Jahrhunderts versuchten Forscher, die fiir diese Prozesse verantwortlichen
Molekiile zu identifizieren und ihre Funktion aufzukldren, was innerhalb dieses Jahrhunderts
zu einer Vielzahl bahnbrechender Entdeckungen fiihrte. So entdeckte 1836 Schwann das
Pepsin und Louis Pasteur erforschte ab 1850 die Fermentation, wobei er zu der Erkenntnis
kam, dass an der Gérung kleinste einzellige Lebewesen beteiligt sind, die sich unter
Sauerstoffausschluss vermehren . Der Begriff ’Enzym’ (griechisch ,,zyme* fiir
Sauerteig/Hefe) wurde von dem deutschen Mediziner Wilhelm Friedrich Kiithne im Jahr 1879
geprigt und wurde seitdem in der Wissenschaft fiir alle Biokatalysatoren anerkannt !,
Enzyme sind Proteine und fungieren als effektive Biokatalysatoren, wobei sie — wie von
Katalysatoren zu erwarten ist - bei der zu katalysierenden Reaktion nicht verbraucht werden

und somit nach Ende der Reaktion wieder in ihrer urspriinglichen aktiven Form vorliegen. Sie

sind in der Lage die zu katalysierende Reaktion um den Faktor 10° bis 10’ zu beschleunigen

3 4
] Des Weiteren konnen sie in sehr geringen Konzentrationen von 10 bis 10 mol %
eingesetzt werden und auch in diesem kleinen Konzentrationsbereich noch hohe Ausbeuten
erzielen . Die Einsatzgebiete von Enzymen sind mittlerweile sehr umfassend und vielfiltig.

So setzt man fiir die Produktion von Waschmitteln eiweillspaltende Proteasen, sowie
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Amylasen und fettspaltende Lipasen ein; Weichmachern werden Cellulasen zugesetzt und
zum Bleichen konnen Oxidoreduktasen und Peroxidasen eingesetzt werden. In der
Textilindustrie werden Cellulasen verwendet, in der Lederindustrie erfolgt die Entfernung
nicht-lederbildender Bestandteile durch Proteasen, in der Zellstoff- und Papierherstellung
werden u. a. Xylanasen eingesetzt und auch im Umweltschutz (Bioremediation,
Abwasseraufbereitung) und in der modernen Analytik (Lebensmittelproduktion und -
{iberwachung, medizinische Therapie und Diagnostik) finden Enyzme Anwendung [ ®.

Die konventionellen chemischen Syntheseprozesse laufen oftmals nur unter drastischen
Reaktionsbedingungen (hohe Temperatur, hoher Druck, extreme pH-Werte, Verwendung von
organischen Ldsungsmitteln) und unter Bildung unerwiinschter Nebenprodukte ab. Dies
verursacht aufgrund des gesteigerten Energiebedarfs, des erhohten Verbrauchs an Substrat,
der notwendigen Aufreinigung bzw. Abtrennung der Produkte sowie der Entsorgung von
unerwiinschten Nebenprodukten erhebliche Kosten. Im Gegensatz dazu bietet die Biokatalyse
eine hoch attraktive Moglichkeit, Reaktionen unter milden Reaktionsbedingungen
(Raumtemperatur, Atmosphérendruck, neutraler pH-Wert) durchzufiihren ™). Zudem sind
Enzyme in hohem Mafle chemo-, regio- und enantioselektiv, so dass weitgehend auf die
Verwendung von Schutzgruppen verzichtet werden kann und das Produkt in der Synthese mit
sehr hoher Reinheit anfillt ' ' Durch die milden Reaktionsbedingungen der meisten
enzymatischen Prozesse wird der Energieaufwand weitestgehend minimiert, was zu
niedrigeren Prozesskosten fithrt und in geringerer Umweltbelastung resultiert '), Durch
Nutzen der Stereo- und Regiospezifitit einer Enzymkatalyse kann auf teure
Ausgangssubstanzen verzichtet und somit die Kosten des Prozesses gesenkt werden.
Aufgrund der Spezifitit der Reaktion wird die Bildung unerwiinschter, oft toxischer
Nebenprodukte und die damit verbundenen Aufreinigungs- und Entsorgungsprobleme
vermieden, was ebenfalls die Kosten minimiert und Umweltprobleme vermeidet !,
Chemische Prozesse konnen auBlerdem meist erst durch gekoppelte biotechnologische
Verfahren effizient und gewinnbringend genutzt werden !,

In den letzten Jahren ist die Biokatalyse durch die steigenden Bediirfnisse, insbesondere der
Pharmaindustrie nach hoher Selektivitit, zu einer wichtigen Anwendung fiir die industrielle
Produktion von enantiomerenreinen, chiralen Schliisselintermediaten, die in der Produktion

von wirksamen Pharmazeutika "% %!

, sowie in der Herstellung von Feinchemikalien fiir die
asymmetrische Organische Synthese benétigt werden, geworden. Enzyme werden nicht nur in
der Pharmaindustrie fiir die Synthese von Wirkstoffen, sondern auch in der Medizin sowohl in

der Krankheitsdiagnostik als auch fiir therapeutische Zwecke erfolgreich eingesetzt. Zur
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Forderung der Blutgerinnung wird Thrombin therapeutisch eingesetzt und zur Auflosung von
Blutgerinnseln die Urokinase; in der Krebstherapie werden z.B. antineoplastische Enzyme
verwendet und auch bei Infektionskrankheiten werden therapeutische Enzyme genutzt "% In
der Diagnostik finden Peroxidasen und Phosphatasen im Nachweis von Tumoren mittels
ELISA Verwendung und die Glucoseoxidase kann zur Blutzuckerbestimmung bei Diabetis
genutzt werden.

Bei einer konventionellen chemischen Synthese entstehen beide Enantiomere einer chiralen
Verbindung als racemisches Gemisch und die Auftrennung und Reinigung solch eines
racemischen Gemisches ist aufwendig und kostspielig. Enantiomere verhalten sich wie Bild
und Spiegelbild, sind sich also in vielen, gerade physikalischen Eigenschaften sehr dhnlich,
unterscheiden sich jedoch in ihrer chiralen Umgebung und weisen — sofern die Verbindungen
biologisch aktiv sind — sehr hédufig unterschiedliche Wirkungen auf. Da bei einem Gemisch
zweier Enantiomere einer optisch aktiven Verbindung meistens nur das eine Isomer die
gewlinschte Wirkung zeigt, wahrend das andere Isomer keine oder sogar eine gegenteilige
Wirkung aufweisen kann, ist es von grofiter Notwendigkeit, die wirksame Verbindung in
absoluter optischer Reinheit herzustellen. Das bekannteste Beispiel hierfiir ist sicherlich der
,Contergan®“-Skandal. Das Medikament (Thalodomid) sollte als Schlafmittel dienen, kam
allerdings nicht enantiomerenrein auf den Markt und dies hatte verheerende Folgen. Denn nur
das (R)-Enantiomer der chiralen Verbindung hatte die gewiinschte Wirkung als Schlafmittel,
wihrend das (S)-Enantiomer eine teratogene Wirkung aufwies. Dieses Beispiel zeigt einmal
mehr die Notwendigkeit der enantiomerenreinen Synthese von Wirkstoffen.

Wihrend lange Zeit nur die Racematspaltung als eine Mdglichkeit fiir die Herstellung
enantiomerenreiner Verbindungen angewandt wurde, ermdglicht die asymmetrische
Direktsynthese die Einfithrung der gewiinschten Chiralitét in einem Schritt. Fiir die Synthese
chiraler Alkohole, Diole, Aminoalkohole, Aminosduren und Aminen koOnnen
Oxidoreduktasen und Lyasen (Decarboxylasen) genutzt werden !'”; fiir die Spaltung
verschiedener Racemate werden hydrolytische Enzyme genutzt und fiir die asymmetrische
Synthese durch Aldolkondensation oder Acyloinkondensation werden Aldolasen und
Decarboxylasen verwendet.

Ein industrielles Verfahren zur Herstellung chiraler Diole von groBer Bedeutung ist die
Synthese von 1,3-Propandiol "', 1,3-Propandiol wird heutzutage ausgehend von Glycerol
mittels der beiden Enzyme Glycerol-Dehydratase und 1,3-Propandiol-Dehydrogenase
biosynthetisch in gentechnisch-verinderten E. coli-Bakterien hergestellt '), Dabei wird

Glycerol, welches zuvor aus Glukose synthetisiert werden kann, zundchst durch die Glycerol-
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Dehydratase zu 3-Hydroxypropionaldehyd umgesetzt und dieser anschliefend durch die 1,3-
Propandiol-Dehydrogenase zu 1,3-Propandiol. Um diesen Prozess effektiv und
gewinnbringend zu nutzen musste zundchst ein gentechnisch verdnderter E. coli-Stamm
hergestellt werden. Dadurch wurde ein kostengiinstiger, effizienter Prozess im Vergleich zu
den beiden konventionellen chemischen Verfahren, dem Degussa/Du Pont- und Shell-
Verfahren, mit nur geringen Ausbeuten, etabliert. 1,3 Propandiol ist eine bedeutende
Ausgangssubstanz ~ fiir  die  Herstellung  von  Hochleistungskunststoffen = wie
Polytrimethylenterephthalat (PTT) 12! [21],

Die Wissenschaft konnte bis dato ungefihr 3.000 verschiedene Enzyme in lebenden
Organismen identifizieren und katalogisieren, von denen mehrere hundert kommerziell zur
Verfiigung stehen. Die Eigenschaften von Enzymen lassen sie optimal als Biokatalysatoren in
der chemischen Industrie nutzen, um Reaktionen zu katalysieren, fiir die keine geeigneten
chemischen Katalysatoren zur Verfiigung stehen, sowie um ,,griine Chemie* zu betreiben, d.h.
chemische Prozesse, die unter hohem Energieaufwand und unter Entstehung grof8er Mengen
giftiger Abfallstoffe ablaufen, durch umweltschonende Bioprozesse zu ersetzen. Das Interesse
am Nutzen von Biokatalysatoren fiir industrielle Prozesse wuchs besonders durch die
erheblichen Fortschritte im Bereich der Molekularbiologie mit der Produktion von
rekombinanten Enzymen in mikrobiellen Expressionssystemen, die eine fortlaufende
Gewinnung des Biokatalysators ermoglichen. Es hat sich gezeigt, dass Einschrankungen des
natiirlichen Substrat-Bereichs durch moderne Techniken des ,,Enzym-Engineering*
iiberwunden werden kdnnen. Sowohl rationales Protein-Design als auch die Technik der
gerichteten Evolution konnen helfen, den Nutzen von Biokatalysatoren deutlich zu verbessern
221

Das Potential der Vielfalt an Biokatalysatoren ist noch ldngst nicht ausgeschopft; es werden
weiterhin regelméfig neue Enzyme isoliert und die Optimierung bereits vorhandener Enzyme
durch Protein-Engineering steht auch erst am Anfang ],

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Verwirklichung weiterer

biokatalytischer Prozesse ganz wesentlich von der Verfiigbarkeit geeigneter Biokatalysatoren
abhingt %,
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1.2 C-C-kuppelnde Reaktionen

Die stereoselektive Kniipfung von Kohlenstoff-Bindungen zum  Aufbau des
Kohlenstoffgrundgeriistes organischer Verbindungen spielt eine bedeutende Rolle fiir die

industrielle Organische Synthese

. Reaktionen, bei denen eine neue C-C-Bindung
katalytisch gekniipft wird, sind z.B. Kreuzkupplungen wie die Heck-, Suzuki-, Sonogashira-,
Stille- und Negishi-Kupplung oder Additionsreaktionen an Carbonylverbindungen wie die

(cyclische) Diels Alder-, Aldol- oder Mannich-Reaktion.

1.2.1 Die Aldolreaktion

Bei der Aldolreaktion wird ein enolisierbarer Aldehyd oder ein Keton an die Carbonylgruppe
eines zweiten Aldehyds/Ketons unter Bildung von Aldolen (B-Hydroxyaldehyde) und Ketolen
(B-Hydroxyketone) addiert [ 1. Uber diese Reaktion wurde erstmals von dem Chemiker
Alexander Borodin im Jahre 1869 berichtet, im Folgenden wurde sie dann von Charles Wurtz
(1872) weiter untersucht. Sie stellt eine der wichtigsten Reaktionen zur Kniipfung neuer
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen dar. Sie ist hdufig mit einer nachfolgenden

Dehydratisierung verbunden, wobei der gesamte Prozess dann Aldolkondensation genannt

wird 12,
' ! Base R. 0OHY
= | + s , S 4 M,
o qz H:I H_| H" H- E-I- -.,_l_.-' FR!:
Fy

Abb. 1: Allgemeines Schema der Aldolreaktion

Nachteile der chemischen Aldolreaktion sind zum einen die hiufige Bildung von
Produktgemischen, zum anderen die Tatsache, dass bei der Reaktion zweier gleicher Ketone
das chemische Gleichgewicht auf der Seite der Edukte liegt. Da bei der Aldolreaktion bis zu
zwei neue Chiralitdtszentren gebildet werden konnen, spielt die Stereokontrolle dieser
Reaktion eine wichtige Rolle. Durch gezielte Kontrolle der Reaktionsparameter und Auswahl
des Enolates (E/Z), das in der Regel unter kinetisch kontrollierten Bedingungen vorgefertigt

wird, kann die Diastereoselektivitit beeinflusst werden 7]

. In der Mukaiyama-Reaktion z.B.
werden an Stelle von Enolaten Silylenolether eingesetzt und die Chiralitdt im Produkt durch
Einsatz von Lewis-Saure-Katalysatoren mit chiralen Liganden eingefiihrt **],

Es leiten sich viele andere Organische Synthesen von der Aldolreaktion ab, so z.B. die

Knoevenagel-Reaktion oder die Claisen-Schmidt Reaktion von aromatischen Aldehyden und
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Ketonen mit Aldehyden bzw. Ketonen zu aromatischen, ungesittigen Aldehyden und

Ketonen. Eine Kombination aus Aldol- und Michael-Reaktion ist die Robinson-Annelierung.

1.2.2 C-C-kniipfende Enzyme

Eine Gruppe von Biokatalysatoren mit grofer und stetig wachsender Bedeutung fiir die
asymmetrische industrielle Synthese sind Enzyme, die die selektive Kniipfung von
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen katalysieren und dadurch chirale Verbindungen als
Bausteine fiir bioaktive Substanzen wie z.B. Pharmazeutika zuginglich machen. Die
Stereoselektivitit der Enzyme ist ein wesentlicher Aspekt, den sich die Organische Chemie
zunutze machen will und der die intensive Forschung nach neuen Enzymen zur C-C-
Kupplung antreibt **!. Die Natur stellt eine groBe Zahl von vielseitigen Enzymen fiir die
stereoselektive Kupplung von C-C-Bindungen zur Verfiigung, davon sind vor allem die
Lyasen und Hydrolasen zu nennen ). Besonders die Biosynthese von Kohlenhydraten
zeichnet sich durch eine Reihe von hoch spezifischen C-C-Kupplungsschritten aus. In der
Natur werden C-C-Kupplungen durch eine begrenzte Anzahl von Enzymen verschiedener
Gruppen katalysiert, die hauptsichlich zur Klasse der Aldolasen oder Ketolasen gehoren 22,
Bekannt sind auBerdem Oxynitrilasen, die in der Natur die Spaltung von Cyanhydrinen
katalysieren und einige Thiamindiphosphat-abhéngige Enzyme wie Transketolasen und a -
Ketosdure-Decarboxylasen. Es ist nicht iiberraschend, dass viele Enzyme, die fiir die in vitro-
Synthese von C-C-Bindungen verwendet werden, aus dem Kohlenhydrat-Stoffwechsel
stammen, wo diese Enzyme natiirlicherweise fiir den Abbau von Molekiilen in vielen
Stoffwechselprozessen zur Verfiigung stehen 2.

Diese Moglichkeit der Reversibilitdt einer Enzymreaktion kann man sich fiir die Synthese
vieler chiraler Kohlenstoffverbindungen zu Nutze machen, so konnten z.B. Sprenger ef al. im
Jahre 1995 neue C-C-kuppelnde Enzyme aus E. coli entdecken, mit denen die Synthese von
1-Deoxyzuckern gelang % Die 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase (DXS)
ermoglicht den Zugang zu zahlreichen Hydroxyketonen durch Umsetzung von
Hydroxyaldehyden mit Pyruvat, Acetaldehyd oder 3-Hydroxy-2-butanon. 2-Hydroxyketone
sind wichtige chirale Bausteine in der Organischen Chemie und dienen als Vorstufe bei der
Synthese vieler natiirlicher Stoffe, z.B. fiir Pharmazeutika '\, Durch Folgereaktionen an der
Carbonyl- oder der Hydroxyl-Funktion, sowie an den Seitenketten, konnen sie vielseitig
modifiziert werden. So sind sie z.B. in der Taxolseitenkette, im Ephedrin und Bupropion, dem

Wirkstoff der ,,Raucherentwéhnungspille enthalten.
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Ein weiteres interessantes Enzym zur stereoselektiven C-C-Kniipfung in industriellem
Ma@stab ist die Hydroxynitrillyase (HNL), welche die enantioselektive C-C-Kniipfung durch
Addition von Blausdure an ein Aldehyd/Keton unter Bildung des entsprechenden optisch
aktiven Cyanhydrins katalysiert !, Fiir die Katalyse bendtigen HNLs keinen zusitzlichen
Cofaktor. Cyanhydrine sind synthetisch vielseitige Bausteine in der Organischen Synthese, so
z.B. fir die Synthese von Feinchemikalien, Pharmazeutika und Agrochemikalien. Von
industrieller Bedeutung ist das (S)-3-Phenoxybenzaldehyd-Cyanhydrin, das kommerziell in
groBem Malstab (1000 g/L/d im 10-Jahres-Tonnen Maf3stab) enantiomerenrein (98,5% ee)
mit der (S)-selektiven HNL aus Hevea brasiliensis produziert wird *!. Wichtige industrielle
Produkte der HNL-Synthese sind die Mandelonitrile, die in die jeweiligen Mandelsdure-
Derivate umgewandelt werden konnen. Enantiomerenreine  Mandelsdure  wird
klassischerweise als Reagenz fiir die Racematspaltung durch enantioselektive Kristallisation

genutzt. Dariiber hinaus dienen Mandelsdure und ihre Derivate auch als chirale Synthons .

L}

CH 5 Hydrolyse
1 oH

o
h

Abb. 2: Synthese von la (R)- und 1b (S)-Mandelonitril aus Benzaldehyd und Blausédure (Cyanid) durch HNL-
Katalyse und anschlieBende Umwandlung in 2a (R)- und 2b (S)-Mandelsdure

Bislang haben sich technische Anwendungen von Enzymen fiir C-C-Kupplungen stark auf
stereoselektive Carboligationen konzentriert, aber die stete Weiterentwicklung von
Biokatalysatoren diirfte den Einsatz von Enzymen in naher Zukunft auch auf Reaktionen wie

z.B. die Friedel-Crafts-Acylierung oder Vinylierung erweitern .
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1.3 Aldolasen

Aldolasen sind eine bedeutende Gruppe von industriell nutzbaren Enyzmen, die in den letzten
Jahren viel an Aufmerksamkeit gewonnen haben aufgrund ihrer Féhigkeit, die Bildung und
auch Spaltung von C-C Bindungen zu katalysieren, die zu stereochemisch reinen chiralen
Produkten fiihrt ©33%,

In der Organischen Synthese und auch in natiirlichen Prozessen spielt die Aldolreaktion zur
Bildung neuer C-C-Bindungen eine bedeutende Rolle.

Aldolasen gehdren zur Gruppe der Lyasen "%, die typischerweise die stereoselektive Addition
eines Ketondonors an einen Aldehydakzeptor unter Bildung vonf -Hydroxy-
carbonylverbindungen katalysieren. Sie zeichnen sich durch eine ausgezeichnete Kontrolle
tiber die Regiochemie aus und tolerieren eine groBe Vielzahl von Akzeptor-Molekiilen,

wihrend sie nur wenige Donormolekiile akzeptieren >,

7, 34]

Sie kénnen hinsichtlich ihres Donor-Molekiils in vier Hauptfamilien unterteilt werden " **:

* Dihydroxyacetonphosphat-abhéngige Aldolasen (DHAP-Aldolasen) zur Synthese von
2-Keto-3,4-dihydroxyaddukte

* Pyruvat- und Phosphoenolpyruvat (PEP)-abhéngige Aldolasen zur Synthese von 3-
Desoxy-2-ketosduren

* Acetaldehyd- abhédngige Aldolasen zur Synthese von 3-Hydroxyaldehyden

* Glycin-abhdngige Aldolasen fiir die Synthese von B-Hydroxy-o-aminosduren
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Abb. 3: Anwendung von Aldolasen in Abhingigkeit von ihrem Donormolekiil [ (a) Acetaldehyd-abhingige
Aldolasen, (b) Phosphoenolpyruvat- (PEP) and Pyruvat-abhédngige Aldolasen, (c) Dihydroxyacetonphosphat
abhéngige Aldolasen (d) Glycin-abhidngige Aldolasen und

Desweiteren konnen sie aufgrund ihres Katalysemechanismus in zwei Unterklassen unterteilt

werden (s. Abb. 4):

Klasse I Enzyme kommen in Tieren und hohere Pflanzen vor. Thr Katalysemechanismus

verlauft tiber eine Schiff-Base als Intermediat unter Bildung eines Enamins.

Klasse II Enzyme findet man in Bakterien und Pilzen; sie bendtigen zusitzliche Metal-

Cofakor wie Zn”" und die Katalyse verlduft iiber ein Enolat-Intermediat.
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Abb. 4: Katalysemechanimsus der Klasse I und Klasse I Aldolasen

Eine Aldolase, die in hohem Mafe fiir die Organische Synthese an Bedeutung gewonnen hat,
ist die 2-Deoxyribose-5-phosphataldolase (DERA), eine Typl-Aldolase, die den Donor
Acetaldehyd als ein Enamin aktiviert. Sie ist ebenfalls in der Lage, eine Vielzahl an Akzeptor-
Molekiilen zu akzeptieren und auBerdem auch flexibler als die meisten anderen Aldolasen bei
der Wahl des Donor-Molekiils !,

Die DERA wird erfolgreich fiir die Synthese von Epothilon A verwendet, wobei zwei der
sieben stereogenen Zentren durch die DERA geschaffen werden. Epothilon A ist ein 16-
gliedriges Makrolactam, das erfolgreich in der Krebstherapie zur Behandlung von Tumoren
eingesetzt werden kann 1%,

AuBerdem wird das Enzym fiir die Synthese von Atorvastatin, einem Cholesterol-senkendem

Medikament verwendet (s. Abb. 5) [,
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Abb. 5: Synthese von Atorvastatin durch partielle DERA-Katalyse in einem Schritt %!

1.3.1 Threonin-Aldolasen

Ein bedeutender Typ von Aldolasen sind die Pyridoxal-5-phosphat-abhéngigen (PLP)
Threonin-Aldolasen (TAs). Diese Enzyme katalysieren die Spaltung von Threonin in Glycin
und Acetaldehyd, sowie die stereospezifische Riickreaktion, die Aldolreaktion. Eine
Besonderheit der TAs ist, dass sie in der Lage sind, eine grofle Vielzahl von aromatischen
und aliphatischen Aldehyden als Substrat zu akzeptieren. Am besten geeignet sind hier
aromatische Aldehyde mit elektronenziehenden Gruppen (electron withdrawing groups) P,
Threonin-Aldolasen konnen fiir die Synthese von multifunktionellen chiralen §-Hydroxy-a-

B8] 1391 Desweiteren

aminosduren und fiir die enzymatische Racematspaltung genutzt werden
konnen sie auch in der bienzymatischen ,,Zwei-Schritt, ein-Topf Synthese* von f-
Aminoalkoholen, basierend auf einer enantio- und diastereoselektiven Aldolreaktion gefolgt
von einem Decarboxylierungs-Schritt durch eine L-Aminosdure-Decarboxylase, genutzt
werden 1** *1.

Ein Schliisselmerkmal und Vorteil der Threonin-Aldolase (TA)-katalysierten asymmetrischen
Synthese von B-Hydroxy-a-aminosduren ist die Bildung von zwei neuen Chiralititszentren
in einem Schritt, ausgehend von leicht zugénglichen prochiralen Molekiilen *21,

Die Aldolreaktion verlduft unter kompletter Kontrolle der Stereochemie am o-C-Atom
(unabhingig ob D- oder L-Enzym), aber mit unzureichender Stereoselektivitidt am B-C-Atom;
die chiralen Produkte werden somit mit hoher Enantio-, aber sehr geringer

Diastereoselektivitiit erhalten 74> 31,
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Trotz der beeindruckenden Erfolge der TA-katalysierten Prozesse und obwohl die direkte
Nutzung von (nicht geschiitztem) Glycin einen deutlichen Vorteil gegeniiber
chemokatalytischen =~ Ansdtze bietet (geschiitztes Glycin), stellen unzureichende
Diastereoselektivitaten, Umsatze, Ausbeuten und volumetrische Produktivititen immer noch

Herausforderungen dieses enzymatischen Syntheseweges dar [*21.

a _COOH  L-TA OH o
A — L __coom , _A__cooH
MH- I i

MH. NH
0 _CODH D-TA OH SH
. —_— A LO00H #_.L_____,:_'f_'u'_'-fl
NH; :
B MHH5 HHz

Abb. 6: TA-katalysierte Bildung der vier verschiedenen Threonin-Isomere durch Aldolkondensation von Glycin
und Acetaldehyd

1.3.1.1 Biologische Funktion und Vorkommen der Threonin-Aldolasen

Threonin-Aldolasen kommen ubiquitdr in der Natur vor, sie sind in einigen Pflanzen,

Wirbeltieren, Bakterien, Hefen und Pilzen zu finden ¥

. Sie gehoren zur Gruppe der
Pyridoxal-5-phosphat- (PLP) abhéngigen Enzyme, welche die Spaltung von L- und L-allo-
Threonin zu Glycin und Acetaldehyd im sekundédren Glycin-Biosyntheseweg katalysieren.
Sowohl L-Threonin als auch L-allo-Threonin kénnen in der Natur gefunden werden .
L-Threonin hat drei Abbauwege in lebenden Organismen:

Threonin kann durch die L-TA abgebaut werden, wobei Glycin und Acetaldehyd gebildet
werden. Die L-Threonin-Deaminase *®! ist fiir die Bildung von 2-Ketobutyrat und Ammoniak

47 %1 oxidiert L-Threonin unter

verantwortlich ist und die L-Threonin-Dehydrogenase
Verwendung von NAD" zu 2-Amino-3-Ketobutyrat.

TAs konnten bisher aus einer Vielzahl von Bakterien und Hefen/Pilzen isoliert und
charakterisiert werden und alle erwiesen sich als intrazellulire Enzyme . Sie werden
unterteilt in D- und L- Enzyme hinsichtlich ihrer Stereochemie am a-C Atom. Hinsichtlich
ithrer Stereospezifitit am f-C Atom von Threonin konnen sie weiterhin in drei Sub-Typen
unterteilt werden: 1. spezifische TA, die nur Threonin umsetzt 2. allo-TA, die allo-Threonin

umsetzt und 3. low specificity-TA (low-TA), die sowohl Threonin als auch al/lo-Threonin als

Substrat akzeptiert. Bis heute konnten alle drei L-spezifischen Enzyme in verschiedenen
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Mikroorganismen nachgewiesen werden, hinsichtlich der D-spezifischen Enzyme ist
allerdings bis heute nur die D-low specificity-TA bekannt > *, Wihrend L-low-TA-Aktivitit
in vielen verschiedenen Mikoorganismen gefunden werden kann, gibt es D-TA Aktivitét nur
in den Mikroorganismen Arthrobacter sp. und Alcaligens xylosoxidans. Die folgende Tabelle
gibt einen Uberblick {iber einige Mikroorganismen, die iiber ein aktives Enzym mit TA-

Aktivitdt verfiigen und ihre Stereoselektivitdten.

Tab. 1: Ubersicht iiber die literaturbekannten Angaben zu Diastereoselektivititen von Enzymen mit TA-
Aktivitét.
Enzym Mikroorganisms Stereoselektivitiit, Substrat Literatur
de (%)
L-TA Pseudomonas putida kinetisch de > 30 % threo
NCIMB 10558 thermodynamisch de 21 % threo [44]
L-TA Pseudomonas kinetisch (1 min) de > 30% threo [44]
aeruginosa thermodyn. (30 min) de 21% threo
L-low-TA E. coli Thr: de 21% threo (10% Ausbeute) 38, 50]
PS (3 h - 3% Ausbeute): de 42% threo
PS (24h - 9% Ausbeute): de 20% threo
SHMT E. coli L-allo-Threonin > 99 % [50-51]
L-Threonin <1 %
L-low-TA Bordetella Phenylserin: kinetisch de 70 % erythro [44]
bronchiseptica 13414 thermodynamisch de -
Phenylserine- | Pseudomonas putida Phenylserin (threo/erythro) 2:1 [52]
Aldolase
L-allo-TA Aeromonas jandaei Phenylserin: kinetisch de erythro [44]
DK-39 thermodynamisch de 27 % threo (53]
L-low-TA Thermotoga maritima Phenylserin: kinetisch de erythro [44, 54]
thermodynamisch de 20 % threo
L-low-TA Saccharomyces Phenylserin: kinetisch de 40% erythro [44]
cerevisiae (glyl) thermodynamisch de 22 % threo
D-low-TA Alcaligenes xylosoxidans | Phenylserin: kinetisch (1 h) de > 85% threo [44]
IFO 12669 thermodynamisch (5 d) de 17% threo
D-low-TA Silicibacter pomeroyi Phenylserin: kinetisch (5§ min) de > 20% threo [44]
(15171) thermodynamisch (5 d) de 21% threo
Alanin- Geobacillus D-Phenylserin spezifisch [44]
Racemase stearothermophilus
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1.3.1.2 Selektivitit und Substrat-Spektrum der TA-Reaktion

Die Selektivitdt der Bildung der beiden neuen Stereozentren der TA-Reaktion héngt von der
kinetischen Selektivitit des Enzyms (in kinetischer Kontrolle) und von dem
thermodynamischen Gleichgewicht (in thermodynamischer Kontrolle) der Reaktion ab, aber
auch stark von der Art des verwendeten Substrates sowie von Losungsmittel- und
Temperatureffekten. Erste Untersuchungen zum Substrat-Spektrum der Reaktion wurden
durch die Gruppe um C.-H. Wong durchgefiihrt. Sie zeigten, dass Sauerstoff-Substituenten in
B-Position des Aldehyds einen starken Einfluss auf die Diastereoselektivitdt haben, so
konnten sie hohe Diastereoselektivitéten fiir die erythro-Verbindung mit einem d.r.-Wert von

98:2 (erythro:threo) erzielen ™

. Die Verwendung der LTA aus E. coli lieferte mit
aliphatischen Aldehyden als Substrat hauptséchlich das erythro-Produkt, wahrend die DTA
mit aromatischen Aldehyden hauptséchlich die threo-Verbindung ergab.

Der entscheidende und somit limitierende Faktor der TA-Reaktion ist, dass die
Stereoselektivititen und Umsdtze der Reaktion von thermodynamischen und kinetischen
Faktoren abhingen. Hohe Diastereoselektivititen konnen nur unter kinetischer Kontrolle
erhalten werden, jedoch verbunden mit deutlich verminderten Umsitzen P*!. So zeigten
Kimura et al., dass die Diastereoselektivitit nach einer 3h Umsetzung flir die erythro-
Verbindung einen de-Wert von > 99% ergab, wihrend er bei einer 24h-Umsetzung auf 86%
fiir die erythro-Verbindung und 6% fiir die threo-Verbindung sank P*. Die Verinderung der
Umsatzzeit hat jedoch groBeren Einfluss bei Verwendung der LTA als bei Verwendung der
DTA bei Verwendung von Phenylserin als Substrat. GroBe Erfolge hinsichtlich der
Diastereoselektivititen ergaben sich durch Verwendung von substituierten Aldehyd-
Derivaten. So konnte fluoriertes L-Threonin mit einer Ausbeute von 50% und einem de von
93% fiir die threo-Verbindung unter Verwendung einer L-spezifischen TA erhalten werden.
Die Verwendung von DTAs lieferte sogar noch hohere Diastereomereniiberschiisse aufgrund
des sich langsamer einstellendem thermodynamischen Gleichgewichtes. Die hochsten
Diastereoselektivititen einer TA-Reaktion wurden durch Nutzung von D-spezifischen

Enzymen unter kinetischer Kontrolle mit einem de von bis zu 99% erzielt "> *4,
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1.3.1.3 Struktur der TA

Bisher konnte die Struktur der TA lediglich aus dem thermophilen Organismus Thermotoga
maritima ®* aufgeklirt werden.

Kielkopf et al. kristallisierten sowohl das Apo-Enzym mit PLP als Cofaktor, als auch das
Enzym mit gebundenem Substrat L-al/lo-Threonin und gebundenem Produkt Glycin. Das T.
maritima Enzym ist eine low specificity-TA, die sowohl L-allo- als auch L-Threonin umsetzt,
aber trotzdem eine 25-fach hohere Priaferenz fiir die allo-Verbindung zeigt.

Das Enzym bildet ein Homotetramer mit dem via Schiff’sche Base iiber Lysin gebundenen
Cofaktor PLP in der interdomdnen Spalte, wobei jedes Monomer aus zwei o/B-Doménen
besteht. Die molekulare Masse einer Untereinheit ist bei fast allen TAs mit 35-40 kDa sehr
dhnlich. Viele weitere bereits charakterisierte TAs und andere Enzyme derselben Familie
bilden zumeist Tetramere. Die Oberfliche des Tetramers ist negativ geladen und die
Oberflichen zwischen den Untereinheiten sind weitgehend hydrophob oder es werden
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Hauptkettenatomen und Wassermolekiilen gebildet.
Die Struktur enthilt verschiedene gebundene Calcium- und Chlorid-Ionen, die scheinbar zur
Katalyse und Oligomerisierung beitragen. Die Chlorid-Ionen stabilisieren die Interaktionen
zwischen den Untereinheiten und sind somit fiir die Ausbildung einer tetrameren Struktur
verantwortlich. Jedes Chlorid-Ion ist durch die Stickstoff-Atome von Arginin (Arg72) aus der
Hauptkette jeder Untereinheit, sowie durch zwei Wassermolekiile koordiniert. Die direkte
Koordination eines Restes in der Néhe des Lysins (Lys199) im aktiven Zentrum mit der
Hauptkette deutet darauf hin, dass gebundene zweiwertige Metallionen die genaue
Lokalisierung der PLP-Einheit iiber die Polypeptidkette beeinflussen konnen. Das Substrat
Threonin kann durch die Anwesenheit von zwei katalytischen Histidin-Resten (His83 und
His125) und gebundenen Wassermolekiilen in der Nédhe des aktiven Zentrums stabilisiert
werden. Die Interaktion mit dem L-allo-Threonin scheint jedoch stirker zu sein, da die
Affinitdt des Enzyms zu diesem Isomer deutlich hoher ist. Die beiden Histidinreste stammen
aus verschiedenen Untereinheiten. Zwischen der Hydroxylgruppe des L-allo-Threonins und
dem Histidin der zum aktiven Zentrum gehdrenden Untereinheit (His83), sowie
Wassermolekiilen, werden Wasserstoffbriicken ausgebildet.

Wihrenddessen lassen Modellierungsversuche vermuten, dass L-Threonin von einem Histidin
einer zweiten Untereinheit (His125) stabilisiert wird, nur dass diese Stabilisierung mit

t P, Dieses Histidin kann jedoch nicht mit dem allo-Isomer

geringerer Préiferenz stattfinde
binden. Fiir die Unterscheidung von L- und L-allo-Isomer konnte auch noch ein Tyrosin im
aktiven Zentrum verantwortlich sein (Tyr87). Die gebundenen Wassermolekiile konnen mit
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der negativ geladenen Phosphatgruppe des PLP interagieren und die Methylgruppe des L-
allo-Threonins durch hydrophobe Kontakte mit einem im aktiven Zentrum befindlichen
Tyrosin (Tyr87) erkannt werden. Dieses Tyrosin ist somit vermutlich fiir Unterscheidung von

>4 Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass die

L- und L-allo-Isomer verantwortlich |
sterische Grofle des Restes in Position 87 verantwortlich fiir die Stereospezifitit des Enzyms
ist; so bewirken grof3e sterische Reste eine hohere allo-Spezifitit. Die TA aus P. aeruginosa,
die keinen aromatischen Aminosdurerest an dieser Position besitzt hat hingegen eine deutliche
Priaferenz flir L-Threonin. Ein Histidin ist ebenfalls flir die Stabilisierung des PLP Cofaktors

iiber eine -1 Verbindung mit dem Ringsystem beteiligt **.

sSmall
Domain

Large
Domain

Threonine Aldolase

Abb. 7: Struktur der TA aus 7. maritima nach Kielkopf et al. **
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1.3.1.4 Katalysemechanismus TA

Ausgangspunkt der Katalyse der Threonin-Aldolase ist die Bindung des Cofaktors PLP via
Schiff’scher Base an den Lysinrest im aktiven Zentrum des Enzyms, wodurch sich ein
internes Aldimin ausbildet. Die Enyzm-Katalyse beginnt mit der Bildung eines externen
Aldimins zwischen dem Substrat - in der folgenden Abbildung D-B-Phenylserin - und dem
gebundenen Cofaktor PLP, wobei das Substrat den Lysinrest am C4-Kohlenstoffatom des
PLP-Rings ersetzt. Im Folgenden wird in einer Retro-Aldolspaltung das Aldimin unter
Freisetzung des Aldehyds (hier Benzaldehyd) und dem PLP-Glycin-Komplex (Quinonoid-
Komplex) unter Basenkatalyse gespaltet. Hier wird vermutet, dass der Imidazolring eines
Histidins im aktiven Zentrum die Funktion der Base iibernimmt und das Proton der
Hydroxylgruppe abspaltet. Die Protonierung des o -Kohlenstoffs von Glycin setzt

anschliefend Glycin frei und regeneriert die interne Schiff-Base .
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Abb. 8: Katalysemechanismus der TA-katalysierten Retro-Aldolreaktion mit D-B-Phenylserin als Substrat.
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1.3.2 Serinhydroxymethyltransferasen (SHMT)

Es sind weitere Enzym-Klassen bekannt, die TA-Aktivitit zeigen, so z.B. die Serin-

) [57

Hydroxymethyltransferasen (SHMT) 7 oder auch die spezifische Phenylserin-Aldolase und

Alanine-Racemase 7%,

Die SHMT ist ein Pyridoxal-5-phosphat-abhidngiges Enyzm, das die reversible Umwandlung
von L-Serin und Tetrahydrofolat (THF) in Glycin und 5,10-Methylen-THF katalysiert. 5,10-
Methylen-THF ist die zentrale Ausgangsverbindung fiir den Transfer eines C-Atoms fiir die
Pyrimidinsynthese und fiir den Methylierungszyklus. Somit spielt die SHMT eine wichtige
Rolle im Kohlenstoffmetabolismus, da die Reaktion als Haupt-Lieferant fiir C1-Korper dient,
die fiir die Synthese von Purinen, Thymidylaten, Methionin und vielen Neurotransmittern

91 SHMT Kkatalysiert auBerdem die THF-unabhingige Retroaldolspaltung

bendtigt werden
von PB-Hydroxy-o-aminoséduren wie allo-Threonin und B-Phenylserin in Glycin und den
entsprechenden  Aldehyd, sowie die irreversible Umwandlung von  5,10-
Methenyltetrahydrofolat zu 5-Formyltetrahydrofolat ), Transaminierungen, Racemisierungen
und Decarboxylierungen °- %!,

Die SHMT ist in der Natur weit verbreitet, man findet sie in Bakterien, Pilzen, Pflanzen und
Sdugetieren. Das Enzym existiert in Wirbeltieren sowohl in cytoplasmatischer als auch in
mitochondrialer Form, die von verschiedenen Genen kodiert werden, wogegen in Prokaryoten

(61 @] Lange Zeit wurde spekuliert, ob TA- und

nur eine Form gefunden werden konnte
SHMT-Aktivitidten von ein und demselben Protein katalysiert werden. In einigen Organismen
sind SHMTs diskrete Enzyme, die SHMT aus Rattenleber z.B. zeigt keinerlei TA-Aktivitét
(3] Bis heute ist nur ein Enzym mit sowohl LTA-Aktivitit als auch SHMT-Aktivitit bekannt,
nimlich aus dem Organismus Streptococcus thermophilus '®". LTAs kénnen abhingig von
Umgebung in der Nédhe des aktiven Lysin-Restes im aktiven Zentrum in zwei Typen
klassifiziert werden, zum einen in Enzyme mit LTA- und SHMT- Aktivitit und zum anderen
in Enzyme mit LTA- aber ohne SHMT-Aktivitit. Es treten zwei verschiedene konservierte
Aminosdure-Motive; das Motiv , TTTTHKTL® in der Nahe der PLP-Cofakor Bindestelle ist
fir SHMT Aktivitdt und L-allo-Spezifitit typisch, wéhrend das Motiv ,JCLSKGLG",
welches weiter entfernt von der PLP-Bindestelle vorzufinden ist, im Vergleich zu Proteinen

mit TA Aktivitdt einheitlich auftritt und auf L-low specificity-TA Spezifitit, d.h. den Verlust

der Stereoselektivitit, hinweist .
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Senn-Hydroxymethyl-
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Abb. 9: Vergleich von Threonin-Aldolase und Serin-Hydroxymethyl-Transferase Reaktion in der Biosynthese
von Glycin.

1.4 B-Hydroxy-o-aminosauren

Chirale B -Hydroxy-a-aminoséuren sind bedeutende strukturelle Motive fiir die Produktion
von vielen bioaktiven Komponenten. Die chemische Synthese ist ein komplexer, mehrstufiger
Prozess, der lang und ineffizient ist, die Einfithrung von Schutzgruppen beinhaltet, meist
chirale Hilfsstoffe und starke Sdure oder Base-Katalysatoren benétigt und nur
unzufriedenstellende ~ Stereoselektivititen liefert ®!. Die direkte enzymkatalysierte,
enantioselektive Aldolreaktion von Glycin und einer Aldehydkomponente fiihrt zur Bildung
einer neuen C-C-Bindung und erzeugt zwei neue stereogene Zentren in einem Schritt. Dies ist
eine der attraktivsten und effizientesten Methoden zur Synthese von solchen chiralen
Bausteinen, die als Schliisselintermediate fiir eine Vielzahl von folgenden Reaktionen
verwendet werden konnen %/,

B-Hydroxy-o-aminosduren konnen fiir die Produktion von verschiedenen Wirkstoffen wie
Antibiotika oder Immunsupressiva sowie von Agrochemikalien eingesetzt werden und sind
wichtige Bestandteile von Peptiden und verwandten Komponenten sowie anderen komplexen
Naturstoffen '°’!. Sie dienen als niitzliche Vorstufen und chirale Hilfsstoffe in der Organischen
Synthese. So kann die B-Hydroxy-a-aminosidure Methylthiophenylserin (MTPS), ein L-threo-
Phenylserin-Derivat, fiir die Synthese der Antibiotika Thiamphenicol und Florfenicol
eingesetzt werden; L-threo-3,4-Dihydroxyphenylserin (L-threo-DOPS) spielt eine grof3e Rolle
in der Behandlung von Parkinson % *% %% % %1 Dag Threonin-Derivat 4-Hydroxythreonin ist
ein wichtiger Baustein fiir Rizobitoxine, einem Inhibitor von PLP-abhingigen Enzymen. Aber

auch in dem Prozess der chemischen Racemat-Spaltung werden TAs industriell angewendet
[38]
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Es gibt jedoch einige Limitierungen in der Synthese von B-Hydroxy-o-aminosduren. Wie
bereits beschrieben, konnen B-Hydroxy-o-aminosduren zwar mit exzellentem ee aber nur sehr
geringem d.r.-Wert gebildet werden. Hohe d.r.-Werte konnen nur unter kinetischer Kontrolle
und Konditionen weit entfernt vom Equilibrium, jedoch mit limitierender Ausbeute erhalten
werden *Y. Daher wiren Methoden, die die Stereochemie nicht nur an C-a, sondern auch an
C-B der B-Hydroxy-o-aminosduren kontrollieren, von groem Nutzen fiir die chemische

Industrie.
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Abb. 10: Chirale Bausteine basierend auf p-Hydroxy-a-aminoséuren
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1.4.1 Enzym katalysierte Synthese von enantio- und diastereomerenreinen p-Hydroxy-a-

aminosiuren

Uber die vergangenen Jahre hat die Anwendung von TAs als Katalysatoren fiir die Synthese
von [-Hydroxy-a-aminosduren zunehmend an Interesse gewonnen. Einen chemischen
Prozess, der industriell in groBem Mafstab fiir die Synthese eines diastereomeren-
angereicherten Racemats einer B-Hydroxy-a-aminosdure eingesetzt wird, findet man in der
Multi-Stufen-Produktion des Antibiotikums Thiamphenicol (Zambon Prozess ! Abb. 11).

Es gibt prinzipiell zwei Moglichkeiten einer enzymatischen Synthese von B-Hydroxy-a-
aminosduren: Die Synthese iiber enzymatische Racematspaltung (enzymatic resolution) und

die asymmetrische Direkt-Synthese "'/,

H
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.
HLs HaC S
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/@/I\__,COOH /@/Vc COaCH,
MH /©/\I
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/@/\rCOOH mCOOH /@/"YCOZCHg
HzC =
Mizchung zweist racemizcher Paare von Diastereomeren R acemat
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Abb. 11: Zambon Prozess fiir die chemische Synthese von Thiamphenicol ”)
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1.4.1.1 Die enzymatische Racemat-Spaltung

Fiir eine hohe Attraktivitit einer enzymatischen Synthese enantiomerenreiner B-Hydroxy-o-
aminosduren ist eine Okonomische, chemische Synthese des erforderlichen Racemats
Vorraussetzung, welches dann enzymatisch getrennt wird.

Fiir die Synthese racemischer § -Hydroxy-a-aminosidure wurde eine Reihe von chemischen
Prozessen etabliert, die auf der Nutzung starker Sdure oder Base-Katalysatoren basieren. Das
Konzept fiir die enzymatische Spaltung durch Nutzung von TAs, besteht aus einer
enantioselektiven Spaltung der diastereomerenreinen racemischen B-Hydroxy-a-aminosiure.
Das gewiinschte Produkt, das das tibrigbleibende Enantiomer darstellt, wird sofort isoliert und
die Nebenprodukte Glycin und Aldehyd konnen recycled werden und fiir die folgende
chemische Synthese des gewiinschten racemischen Substrates fiir den néchsten Schritt wieder
in den Prozess einflieBen **. So kann durch den Einsatz einer D-spezifischen TA (D-low
specificity TA) aus einem Gemisch von D,L-threo-Methylthiophenylserin (MTPS) das L-
Enantiomer erhalten werden, da die D-TA das D-Enantiomer kontinuierlich durch Spaltung
aus dem Prozess entfernt und so das Reaktions-Gleichgewicht auf die Produktseite zugunsten
des L-Enantiomers verschiebt, dies wird durch das Entfernen der Spaltprodukte noch verstérkt
(Abb. 12). Ein wesentlicher Nachteil dieser Synthesemethode ist die maximale Ausbeute von
nur 50% durch Separation. Liu et al. konnten aus 200 mM D,L-threo-MTPS 100mM
enantiomerenreines L-Produkt mit 50% Ausbeute und einem ee von 99,6% erhalten .

Doch auf der anderen Seite macht der einfache Zugang zu den diastereomerenreinen
racemischen Substraten diese enzymatische Spaltung attraktiv, insbesondere da dies den
Einsatz von TAs mit geringer Diastereoselektivitit ermdglicht (das ist bei den meisten TAs
der Fall). Dariiber hinaus stellt diese Art der Threonin-Aldolase-katalysierten Spaltung eine
interessante Alternative zu den entwickelten industriellen chemischen Verfahren dar, die den
Schutz der Aminogruppe der B-Hydroxy-o-aminosdure, die chemische Auflosung, sowie die
Abspaltung der Aminogruppe und schlieBlich das Recycling von nicht-reaktiven Riicksténden
umfasst. Nachteile, wie ineffiziente chemische Spaltung, den Schutz- und
Entschiitzungsschritt und die Nutzung grof8er Mengen organischer Losungsmittel werden mit

dem Prozess der enzymatischen Spaltung vermieden (431,
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Abb. 12: Enzymatische Spaltung von D,L-threo-MTPS unter Verwendung einer D-spezifischen TA.

1.4.1.2 Die asymmetrische Direktsynthese

Die Verwendung von Threonin-Aldolasen in der asymmetrischen Synthesereaktion
ausgehend von prochiralen Verbindungen bietet einen attraktiven Syntheseweg zu f-
Hydroxy-o-aminosduren mit (theoretisch) vollstindigem Umsatz. Ein solch hoherer
(potenzieller) Umsatz ist der wichtigste Vorteil gegeniiber dem Konzept der enzymatischen
Spaltung. Dass in der enantio- und diastereoselektiven biokatalytischen Aldolreaktion von
Glycin und einem Aldehyd zwei stereogenen Zentren in einem Schritt gebildet werden, macht
diesen Weg zusitzlich attraktiv. Wihrend das stereogene Zentrum am o-Kohlenstoffatom mit
ausgezeichneter Selektivitit gebildet wird, ist die Selektivitdt am B-Kohlenstoffatom jedoch
gering. Dies stellt sicherlich einen groBen Nachteil im Vergleich zum Prozess der
enzymatischen Spaltung dar (basierend auf der Verwendung diastereomerenreiner Racemate),
der zuvor diskutiert wurde. Die Notwendigkeit eines groBen Uberschusses von Glycin ist ein
weiterer Nachteil eines solchen asymmetrischen Verfahrens. Fiir eine lange Zeit gab es eine
weitere Einschrinkung der asymmetrischen Prozesse mit Threonin-Aldolasen, nimlich die
Annahme, dass nur Glycin als Aminosdure-Donor fiir diese Aldolreaktion akzeptiert wiirde;
jedoch wurde diese Einschriankung durch Arbeiten der Griengl-Gruppe iiberwunden. Es sind
mittlerweile TA-Reaktionen bekannt, bei denen auch Serin, Alanin und auch Cystein als

Donor-Molekiil eingesetzt werden kdnnen (37. 73]

. Ungeachtet der wichtigen Beitrige auf
diesem Gebiet miissen die niedrigen bis mittleren Diastereoselektivititen (im Vergleich zu der
hervorragenden Enantioselektivitit am o-Kohlenstoff) dieser Biotransformation noch
erheblich verbessert werden. Die Selektivitidt der Bildung der beiden neuen Stereozentren
héngt von der kinetischen Selektivitit des Enzyms und vom thermodynamischen Equilibrium

der reversiblen Aldolreaktion ab (in thermodynamisch kontrollierten Reaktionen). Dariiber
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hinaus benétigt man, um einen ausreichend hohen Umsatz fiir die Aldolreaktion von Glycin
mit einem Aldehyd zu erzielen, einen hohen Uberschuss an Glycin (10 Aquivalente), um das

Gleichgewicht in Richtung der Produktseite zu verschieben **** 74,

1.5 Screening nach neuen Enzymen

Die ErschlieBung neuer Enzyme, die eine Alternative zu den chemischen Produktions-
Verfahren mit all ihren Nachteilen darstellen, ist nach wie vor eine gro3e Herausforderung.
Durch Nutzung von Biokatalysatoren sollen die chemischen Verfahren nicht nur nach und
nach ersetzt, sondern diese auch in ihrer Effizienz iibertrumpft werden. Die Effizienz einer
Vielzahl von industriell genutzten chemischen Prozessen/Produktionsverfahren ist zum
groflen Teil noch unzufriedenstellend und stark limitiert durch eine Vielzahl von Synthese-
Stufen, durch den Einsatz organischer Losungsmitteln oder starker Sdure/Base Katalysatoren,
sowie durch die Verwendung von Schutzgruppen-Chemie und die Entsorgungskosten von
anfallenden Nebenprodukten. Somit ist der Bedarf an neuen Katalysatoren, die all diesen
Limitierungen nachkommen, fiir die Industrie von groBem Interesse. Bei der Suche nach
neuen Biokatalysatoren konnen verschiedenste Ressourcen genutzt werden. Es wurde hierbei
die Aussage ,,You only get what you screen for* geprdgt. Ein Zugang zu neuen Enzymen
liefert die Vielzahl von kultivierbaren Mikroorganismen, die in Stammsammlungen angelegt
wurden, z.B. DSMZ Stammsammlung. Diese Mikroorganismen sind leicht verfiigbar und
konnen oft mit Standard-Techniken in jeweiligem Vollmedium im Labor kultiviert werden
und so die Enzyme fiir die zu untersuchende Reaktion isoliert werden. Jedoch ist solch ein
Screening meist sehr umfangreich, beginnend mit den verschiedenen, meist fiir jeden
Organismus recht spezifischen, komplexen Medien. Auflerdem kann die Zusammensetzung
der Medien die Gen-Expression nachteilig beeinflussen.

Durch Datenbankanalyse, ein sogenanntes in Silico-Screnning, kann mit bereits bekannten
Daten nach dhnlichen Sequenzen in einer Datenbank gesucht werden, um potenzielle Enzyme
zu identifizieren. Ausgehend von bereits bekannten Sequenzen oder Teilsequenzen mit den
gewlinschten Anforderungen kann so nach putativen Enzymen gesucht werden, die aufgrund
einer Sequenzdhnlichkeit die gleichen oder verbesserte Merkmale aufweisen. Hierdurch
konnen jedoch keine komplett neuen Enzyme gefunden werden, sondern nur auf bereits
vorhandene, verdffentlichte Sequenzen zuriickgegriffen werden. Da die Anzahl bereits

verfligbarer Enzyme nur gering ist, liefert die Diversitit und Variabilitit der
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Mikroorganismen in der Natur ein grofles Potential fiir die Identifizierung vollkommen
neuartiger Enzyme . Der GroBteil von Mikroorganismen ist bis heute nicht identifiziert und
das enorme Potential somit noch unerschlossen. Laut Schitzung soll die Diversitit an
verschiedenen Arten im Bereich von bis zu 107 liegen "%, jedoch sollen bis jetzt nur rund

5000 Arten charakterisiert sein '’

Es wire somit von enormer Bedeutung, diese
Mikroorganismen im Labor zu kultivieren und die Enzyme zu isolieren, zu identifizieren und
zu nutzen. Jedoch ist nur ungefihr 1 % der vorkommenden Mikroorganismen aus
Umweltproben im Standard-LabormaBstab kultivierbar '" und bietet so nur einen winzigen
Einblick in das vorhandene Potential. Eine Alternative, die sich mit der gesamten
unkultivierbaren Vielfalt einer Umweltprobe beschiftigt, ist der Metagenomansatz (s. Absatz
1.5.1).

Zusétzlich zum Screening nach neuen Enzymen bietet die Anpassung von bereits bekannten
Enzymen an geforderte Prozessbedingungen durch ,protein-engineering™ eine weitere
Moglichkeit in ihren Eigenschaften verbesserte Enzyme zu erhalten. Hier kann zwischen dem
rationalem Protein-Design und der gerichteten Evolution unterschieden werden ™ ™1,

Die gerichtete Evolution ahmt das Darwin’sche Prinzip von Mutation und Selektion nach und
ist eine schnelle und kostengiinstige Methode, um neue Varianten bestehender Enzyme zu
finden, die besser funktionieren als die natiirlich vorkommenden Wildtyp-Enzyme ['> 7 %
81 Ein fiir ein Enzym kodierendes Gen, das in seinen Eigenschaften verbessert werden muss,
wird durch in vitro-Mutagenese veréndert, so dass eine Vielzahl an Enzym-Varianten entsteht.
Diese Varianten konnen anschlieBend durch Screening untersucht werden, um die Variante
des Mutationsdurchgangs (Mutagenese) zu finden, die vorteilhaftere Eigenschaften aufweist.
Dazu wird die Population von Mutanten geklont und in einem geeigneten Wirt
iiberexprimiert, um anschlieBend viele Klone auf Aktivitdt des zu untersuchenden Enzyms zu
testen. Der gesamte Vorgang von Mutagenese, Screening und Selektion kann hierbei so oft
wie notwendig wiederholt werden, um immer besser geeignete Varianten beziiglich einer
Reaktion hervorzubringen. Die Mutationsvorgéinge miissen verschiedene Eigenschaften
aufweisen, um als geeignet eingestuft zu werden. Einerseits muss ein ungezielter, statistischer
Austausch von Aminosduren stattfinden, andererseits miissen die Mutationsrate und -
verteilung kontrollierbar sein. Heutzutage scheinen evolutiondre Methoden der fruchtbarsten
Ansatz fiir die Entwicklung neuer kommerzieller Biokatalysatoren zu sein. Aber auch die
Fahigkeiten des rationalen Designs, insbesondere computergestiitzter Techniken und das ’de

novo-Design’ sind ausbaufihig und gewinnen immer mehr an Bedeutung ®*. Das rationale

Protein-Design basiert auf bereits vorhandenen Kenntnissen iiber die Struktur und den
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Reaktionsmechanismus eines Enzyms, um durch computergestiitzte Modelle Vorhersagen
iiber die Art der einzufilhrenden Verdnderungen treffen zu konnen. Anschlieend konnen
diese Vorhersagen durch ortsspezifische Mutagenese und eine biochemische
Charakterisierung experimentell iiberpriift und die vorhandenen Enzyme auf diesem Wege

optimiert werden %,

1.5.1 Der Metagenom Ansatz

Der Begriff Metagenom umfasst die Gesamtheit der genetischen Information aller
Mikroorganismen eines Habitats zu einem definierten Zeitpunkt und wurde erstmals von
Handelsman im Jahr 1998 geprigt ™).  Der Metagenomansatz stellt eine
kultivierungsunabhidngige Methode zur Isolierung und Identifizierung von unbekannten
Mikroorganismen und ihrer Vielzahl von Genen dar. In einer Bodenprobe befinden sich bis zu
10.000 verschiedene Mikroorganismen, deren Vielfalt und genetisches Potential somit
zuginglich gemacht werden kann ¥, Zur Identifizierung der Enzyme kénnen sequenzbasierte
und funktionsbasierte Screeningmethoden genutzt werden. Beim sequenzbasierten Ansatz
wird entweder von konservierten Regionen im Vergleich zu bereits bekannten Enzymen
ausgegangen und unter Verwendung degenerierter Primer die Gene amplifiziert, die fiir die
entsprechenden Enzyme kodieren, oder die metagenomische DNA wird in kleinen
Fragmenten in ,,Shotgun‘-Vektoren kloniert und anschliefend sequenziert (,,gene-mining®).
Desweiteren nutzt man Hybridisierungstechniken oder die Microarraymethode fiir
sequenzbasiertes Screening. Da das sequenzbasierte Screening auf Homologie beruht, konnen
so keine vollkommen neuen Enyzme identifiziert werden und trotz Sequenzihnlichkeit ist
eine Funktionalitit nicht garantiert ',

Beim funktionsbasierten Screening werden ganze Metagenombanken auf Enzymaktivitit
durch Expression der Enzyme im heterologen Wirt getestet. Dazu werden DNA-Fragmente
durch partiellen Verdau der metagenomischen DNA erzeugt, welche theoretisch der
Gesamtheit aller im Habitat vorhanden Genome entsprechen, und in geeignete Vektoren mit
hoher Kopienzahl kloniert. Man unterscheidet zwischen sogenannten ,,small-insert oder
,medium-insert* Bibliotheken (2-15 kb) und den ,,large-insert” Bibliotheken in Cosmid- oder
Fosmid-Vektoren bzw. in BACs (bis 150 kb), die in der Lage sind sehr groe DNA-
Fragmente aufzunehmen. Durch Verwendung der ,large-insert Bibliotheken ist es mdglich,
auch gesamte Operons oder Strukturgene zu identifizieren, jedoch ist die Expression im

Gegensatz zu den ,,small-insert Bibliotheken, die einen starken Promotor aufweisen, eher
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gering. Die so entstandene DNA-Bank kann anschlieBend in einen im Labor zu kultivierenden
Mikroorganismus wie E. coli transformiert, die Proteine exprimiert und so die enthaltenen

53-8 Hierbei benotigt man jedoch geeignete Hochdurchsatz-

Enzyme identifiziert werden !
Screenings, um die gewiinschte Aktivitit zu messen und auBBerdem ist die Screening-Effizienz
limitiert. Aus tausenden charakterisierten Klonen konnen meist nur wenige positive
identifiziert werden.

Das Metagenom bietet aufgrund seiner Diversitidt und Vielzahl von Mikroorganismen ein
enormes Potential an neuartigen Enzymen mit vielversprechenden Eigenschaften. Je mehr
Gene durch die metagenomsiche DNA kodiert werden, desto grofer ist die Mdglichkeit, diese
zu erschlieBen. Auf der Suche nach neuen Enzymen fiir eine bestimmte Reaktion kann es
sinnvoll sein, sich ein Habitat auszusuchen, das bereits mit Mikroorganismen einer
bestimmten Art und gewissen Eigenschaften angereichert ist, da diese aufgrund der
natiirlichen Bedingungen dort besonders gut angepasst sind. Die Diversitit eines Habitats
kann durch viele Faktoren beeinflusst werden, so z.B. durch dullere Quellen, wie ein hohes
Vorkommen von Chemikalien (Industriegeldnde), oder Pestizide und Gasansammlungen.
Aber auch im Labormafistab kann man sich dieses Prinzip zu nutzen machen, indem man

Mikroorganismen eines bestimmten Habitats mit speziellen Eigenschaften gezielt mit

gewiinschtem Substrat anreichert.

Tab. 2: Anteil der kultivierbaren Bakterien in der Gesamtbakterienzahl ™,

Habitat Kultivierbarkeit [%]
Boden 0,3
Sediment 0,25
Siiwasser 0,1-0,5
Meerwasser <0,1
Belebtschlamm 3-15
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1.5.2 Anreicherung von Mikroorganismen aus Umweltproben

Die Wahl der Bestandteile eines Komplexmediums kann die Art und Héufigkeit der durch
Kultivierung erfassbaren Mikroorganismen deutlich verdndern. Dieser Effekt kann auch zur
Anreicherung spezifischer Organismen angewandt werden, um aus der Vielzahl von
Mikroorganismen diejenigen zu identifizieren, die Biokatalysatoren mit den gesuchten
Eigenschaften besitzen. Den Mikroorganismen wird als einzige Nahrstoffquelle ein Substrat
zur Verfligung gestellt, das sie nur dann verwerten konnen, wenn sie einen geeigneten
Biokatalysator besitzen *7),

Medienkomponenten, deren Konzentration, der pH-Wert oder die Zugabe von Hemmstoffen
in Kombination mit den Inkubationsbedingungen (Sauerstoffpartialdruck, Temperatur,
Lichtverhéltnisse) sind nur einige Parameter, die zur Anreicherung spezifischer Gruppen von
Mikroorganismen eingesetzt werden konnen. Soll eine Anreicherung unter definierten
Bedingungen erfolgen, so werden héufig Minimalmedien verwenden. Die Zusammensetzung
dieser Medien ist bekannt, bis ins Detail definiert und enthélt die Bestandteile, die die
Mindestanspriiche fiir das Wachstum der betreffenden Mikroorganismen erfiillen.
Minimalmedien bestehen aus anorganischen Salzen als Stickstoff- und Schwefelquelle,
Magnesium- und Eisensalzen, einer C-Quelle und im Bedarfsfalle weiteren Zusdtzen, wie
Vitaminen oder z.B. organischen N-Verbindungen. Héufig werden auch die Spurenelemente,
wie Kupfer, Kobalt, Zink und Mangan in definierter Konzentration zugesetzt. Durch Zugabe
einer gezielten Néhrstoffquelle (C- oder N-Quelle) in einem Minimalmedium konnen selektiv
Mikroorganismen angereichert werden, die in der Lage sind, diese Néhrstoffquelle zu nutzen.
Nur die Mikroorganismen, die in der Lage sind, diese Néahrstoffquelle zu metabolisieren, sind
auch in der Lage sich zu vermehren. Idealerweise widhlt man hier das Substrat der zu
untersuchenden Enzymreaktion als Nahrstoffquelle aus, das im Idealfall durch Vorhandensein
eines Gens fiir ein solches Enzym in der gewiinschten Reaktion umgesetzt werden kann.

Die folgende Abbildung 13 zeigt ein Ubersichts-Schema fiir die Anreicherung von

Mikroorganismen aus Bodenproben.
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Abb. 13: Schematische Darstellung der Anreicherung von Mikroorgansimen aus Bodenproben.
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1.6 Identifizierung von unbekannten Mikroorganismen

Die Sequenzierungstechnik von Nukleinsduren stellt eine dringend benétigte phylogenetische
Perspektive in der Mikrobiologie dar, um Mikroorganismen zu vergleichen und zu
klassifizieren. Da die Analyse phylogenetisch ist, werden die Mitglieder einer Population mit
bereits bekannten Mikroorganismen im Hinblick auf ihre grundlegenden biochemischen
Eigenschaften und ihr Potenzial verglichen ™. In den 80er Jahren entwickelten Lane et al.
einen neuen Zweig der mikrobiellen Okologie, indem sie die direkte Analyse von 5S (~ 120
Nukleotide) und 16S-rRNA (~ 1600 Nukleotide) Gen-Sequenzen aus der Umwelt nutzten, um
die Diversitit der Mikroorganismen einer Umweltprobe ohne Kultivierung zu beschreiben ™/,
Der Durchbruch kam durch Weiterentwicklung der PCR-Technik und das Design von
universellen Primern, die einen Zugang zu den gesamten Genen ermoglichten. Bei der
Beurteilung der Verwandtschaft der Mikroorganismen untereinander durch Vergleich ihrer
16S-rRNA-Sequenzen ist es jedoch nicht wichtig die vollstindigen Sequenzen der Molekiile
zu ermitteln. Zur Identifizierung von Mikroorganismen aus Bodenproben kann so mittels
PCR, ausgehend von der genomischen DNA der gesamten Probe, die fiir jeden
Mikroorganismus spezifische 16S-rDNA amplifiziert werden und {iber diese spezifische
Sequenz mithilfe von Datenbank-Analyse eine Stammidentifizierung vorgenommen werden.
So gelang Pace et al. erstmals durch Amplifizierung der 16S-rRNA und Klonierung des
gesamten Metagenoms, einen charakteristischen Stammbaum fiir dieses Habitat (marines
Picoplankton) zu erhalten ®”\. Heutzutage ist die Sequenz der 16S- bzw. 18S-rRNA, bzw.
deren Gene (rDNA), von mehr als 18.000 prokaryotischen und eukaryotischen Organismen
bekannt, die als Grundlage zur Identifizierung und Klassifizierung von Mikroorganismen
dienen konnen. Es gibt einige Griinde, die dafiir sprechen, sich bei der Analyse einer
mikrobiellen Population auf die rRNA zu fokussieren. Die rRNA ist als Schliisselelement der
Proteinsynthese funktional und evolutionir in allen Organismen gleich. Der Vorteil der 16S-
rRNA fiir phylogenetische Analysen ist, dass diese ubiquitir mit hoher Kopienzahl
vorkommt, iiber konservierte und variable Bereiche verfiigt und eine sehr grofle Datenbank

zum Vergleich verfiigbar ist *°

. Die folgende Abbildung zeigt einen phylogenetischen
Stammbaum, basierenden auf 16S-rRNA-Analyse nach Handelsmann et al., der sowohl
kultivierbare als auch nicht kultivierbare Bakterien Stimme beinhaltet. Mindestens die Halfte
der dargestellten Gruppen wird durch Sequenzen von nicht-kultivierbaren Bakterien

ausgemacht !,
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Abb. 14: Phylogenetischer Stammbaum der Bakterien von kultivierten und unkultivierbaren Gruppen °!1.
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1.7 Hochdurchsatz Screeningmethoden

Zur Identifizierung und Charakterisierung neuer Biokatalysatoren ist eine geeignete
Hochdurchsatz-Screening-Methode (HTS) notwendig. Konventionelle Methoden basieren auf
einem Screening auf Agar-Platten oder Mikrotiter-Platten durch physikalische Separation und
individuelle Assays. Beim Screening auf Agar-Platten kann die Identifizierung meist leicht
durch Betrachtung der Morphologie der gewachsenen Kolonien erfolgen. So gibt z.B. die
Hotbildung oder ein Farbumschlag Auskunft {iber eine bestimmte enzymatische Reaktion.
Der Nachweis von Protease-Aktivitit kann auf skim milk-Agar erfolgen, Amylase-Aktivitit
kann auf Stirke-Agar nachgewiesen werden und Lipase-Aktivitdt auf Tributyrin-Agar. Auf
diese Art konnen tausende Klone parallel auf Platten analysiert werden und ein Screening
ganzer Gen-Banken ist moglich. Wihrend einige Enzymklassen durch relativ einfache
Platten-Tests gezielt auf Aktivitit in hohem Durchsatz getestet werden konnen, gibt es fiir
viele Enzyme keine geeignete HTS-Methode, die direkt auf die Aktivitét schlieBen ldsst.

Eine vielversprechende Alternative zu den herkdmmlichen Methoden liefert die Verwendung
von Selektions-Systemen in bestimmten Selektions-Stimmen. So kann z.B. der Stamm
Pseudomonas  putida KT2440 als wachstums-induziertes Selektions-System  zur
Identifizierung neuer Threonin-Aldolase-Gene genutzt werden. Dieser Stamm ist in der Lage,
auf Benzaldehyd, dem Spaltprodukt der TA-Reaktion von Phenylserin, zu wachsen.
Benzaldehyd kann im Mandelat-Abbauweg von P. putida KT2440 vollstindig
verstoffwechselt und zu Acetyl-CoA abgebaut werden. Wenn dieser Selektions-Stamm als
Transformationswirt zum Durchmustern von Genom-Banken verwendet wird, zeigt das
Wachstum des Stammes bei Kultivierung auf Minimalmedium mit dem Substrat Phenylserin
als alleiniger Kohlestoff-Quelle das Vorhandensein eines intakten TA Gens innerhalb der

Genom Bank an, da nur dieser Transformand anwéchst (Abb. 15).
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D-Randelsdure
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Abb. 15: Schema zur Identifizierung via Selektion in P. putida KT2440.

Genom-Bank in P. pufida
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Zielsetzung

B-Hydroxy-o-aminosduren sind bedeutende chirale Bausteine fiir die Synthese biologisch
aktiver Molekiile, die in den letzten Jahren fiir die chemisch industriclle Prozesse, besonders
fiir die aufstrebende ,,weile Biotechnologie®, an steigendem Interesse gewonnen haben. Ein
Zugang zu dieser wichtigen Substanz-Klasse bieten die Threonin-Aldolasen und Enzyme mit
TA-Aktivitdt, da sie in der Lage sind, die stereoselektive C-C Kniipfung unter Entstehung
zweier neuer Chiralitdtszentren in einem einzelnen Schritt zu katalysieren. Bis dato sind eine
Vielzahl von Enzymen mit Threonin-Aldolase-Aktivitdt aus verschiedesten Organismen
bekannt, wobei besonders die L-spezifischen Enzyme fiir die Synthese der 3-Hydroxy-L-a-
aminosduren von Bedeutung sind. Jedoch gibt es einige Limitierungen der Threonin-
Aldolase-Reaktion, so z.B. die meist unzureichenden Umsédtze und Ausbeuten und die
geringen Diastereoselektivititen im Vergleich zu exzellenten Enantioselektivititen. Ziel
dieser Arbeit ist es neue, verbesserte Enzyme mit optimierter Diastereoselektivitit fiir die
Synthese von chiralen B-Hydroxy-a-aminosiuren zu finden und somit den Limitierungen der
konventionellen chemischen Synthese-Prozesse nachzukommen, um diese nach und nach zu
ersetzen. Ein alternativer Weg ist die einstufige Direkt-Synthese der enantiomeren- und
diastereomerenreinen Schliisselintermediate durch eine industriell nutzbare Threonin-

Aldolase in wissrigem Medium ohne zusitzlichen Cofaktor (Abb. 16).

industriell anwendbare

C|‘ o) Aldolase ?H
l_’_,.,--_:::::_r_..J-\_H HLH rekorﬂbinat’ =5 U;’mg [|’_,.'-:::::_\],.,.,.u ~ l/COOH
| + - L) NH
HiCS™ > NH, wiissriges Medium H;CS™ ~ 2

Schliisselintermediat

- ' X : .
1-Stufen Synthese! diastereo- and enantiomerenrein

Abb. 16: Darstellung der einstufigen asymmetrischen Direkt-Synthese von chiralen Schliisselintermediaten
durch Verwendung einer industriell nutzbaren Aldolase

Durch Nutzung verschiedener Screening-Methoden soll ein Zugang zu neuen Enzymen mit
optimierten Eigenschaften, vor allem mit optimierten Diastereoselektivititen, geschaffen

werden. Folgende Screening-Ansétze wurden in dieser Arbeit verfolgt:
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1.) Screening verschiedener Stammsammlungen (hauseigene, DSMZ) auf TA-Aktivitt.

2.) Screening von Mikroorganismen aus Bodenproben durch Anreicherung von
Phenylserin-abbauenden Organismen.

3.) In Silico-Screening ausgehend von bekannten TA-Sequenzen bereits vorhandener,
rekombinanter Enzyme aus E. coli und Sacharomyces cerevisiae.

4.) Konstruktion eines Threonin-Aldolase defizienten Stammes in P. putida KT2440.

5.) Verwendung eines Selektions-Stammes in P. putida KT2440 als wachstums-
induziertes Selektionssystem fiir die Identifizierung neuer Aldolase-Gene.

6.) Mutagenese einer bereits vorhandenen LTA aus E. coli durch gezielten Aminosédure-

Austausch in Position 87 des Enzyms, basierend auf literaturbekannten Daten.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerite

Tab. 3: Ubersicht iiber die verwendeten Gerite

Ger:it Bezeichnung (Hersteller)

Analysenwaage AE 100 und 163 (Mettler)

Brutroller SB2 mit Aufsatz fiir 63 Kulturréhrchen (Carl Roth GmbH)
Brutschiittler Infors HT Multitron Standard (Infors GmbH)

Gaschromatograph GC-17A (Shimadzu)

Elektrophorese Mini-Sub Cell GT System oder Wide Mini-Sub Cell GT System (Bio-
(DNA) Rad Laboratories GmbH)

Elektrophorese Mini-Protean 3 Cell (Bio-Rad Laboratories GmbH)

(Protein)

Elektroporator MicroPulser electroporator (Bio-Rad Laboratories GmbH)

French Press

NMR-Spektrometer

PCR-Cycler

pH-Elektrode
pH-Meter

Photometer
Power Supply

Scanner
Sterilisator

Schwingmiihle
Thermoblock
Thermomixer
UV Tisch
Vortexgenie
Waage

Milli-Q Anlage

Zentrifugen

French Press Cell Disruptor & French Pressure Cell 40K (1
Stempelquerschnitt) (Thermo)

JEOL JNM GX 400, JEOL JNM EX 400 oder Bruker Avance 300 bzw.
400 NMR-Spektrometer

Mastercycler Gradient oder Ep-gradient S (mit Realpleax 4) (Eppendorf
AQG)

GAT Ionode 1J44 (Gamma Analysen Technik GmbH)
Multi-Calimatik Typ 763 (Knick Elektronische Messgerdte GmbH &
Co. KG)

Luminescence Spektralphotometer LS50B (PerkinElmer Cellular
Technologies Germany GmbH) oder BioPhotometer (Eppendorf AG)
Consort EV265 / EV243 / E862 oder Power Pac 300 (Bio-Rad
Laboratories GmbH)

CanoScan LiDE 1.000 (Canon AG)

KSG 25-2-3 (KSG Sterilisatoren GmbH) oder VARIOKLAV
Dampfsterilisator (H+P Labortechnik AG)

MM 200 (Retsch)

Wechselblock fiir Reaktionsgefa3e (Eppendorf AG)

Thermomixer Comfort (Eppendorf AG)

(Bio-Budget Technologies GmbH)

VF2 (Janke & Kunkel Labortechnik)

HF-3000G (A&D Engineering, Inc.) oder CP 2245 (Satorius AG)
Milli-Q Integral Water Purification System; MilliPAK Express 20
(Millipore GmbH)

Heraeus Biofuge pico (Heraeus Holding GmbH), Hettich Rotina 35R
(Rotor 1717) (Andreas Hettich GmbH & Co. KG), Sorvall RC5B und
RC5B Plus Superspeed (Du Pont)

Seite 36




MATERIAL UND METHODEN

2.2 Software, Programme und Webseiten

Tab. 4: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendete Software, Programme und Websiten.

Name Bezeichnung und Firma oder URL

BLAST Basic Local Alignment Search Tool, nucleotide blast (Datenbank: Nucleotide
collection (nr/nt), Algorithmus: Megablast), protein blast (Datenbank: non-
redundent protein sequences (nr), Algorithmus: blastp), NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

ChemDraw CambridgeSoft (Cambridge, USA)

Ultra 10.0

Clone Manager  Software for the Molecular Biologist, Scientific & Educational (Sci-Ed)
Software

DoubleDigest'™ Fermentas (St. Leon-Roth), http://www.fermentas.com

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
http://www.dsmz.de/

ExPASy ExPASy Proteomics Server, Swiss Institute of Bioinformatics, compute

pl/Mw tool, http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html
ISI (Institute for scientific information) web of knowledge, http://portal.isiknowledge.com/
Microsoft Office (Microsoft Deutschland GmbH)

NCBI National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Origin 7G OriginLab's Consulting Services

ICT http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx

2.3 Chemikalien

Tab. 5: Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien

Chemikalie Bezeichnung (Hersteller)

Aceton Aceton Rotisolv HPLC (Carl Roth GmbH)

Acrylamid Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) (Carl Roth GmbH)

Agar Agar-Agar, Kobe I (Carl Roth GmbH)

Agarose Roti-Agarose, Agarose NEEO Ultra-Qualitét fiir die DNA/RNA-

Elektrophorese (Carl Roth GmbH)
Ammoniumsulfat Ammoniumsulfat, > 99,5%, p.a., ACS, ISO (Carl Roth GmbH)

Ampicillin Ampicillin Sodium Salt (GERBU Biochemicals GmbH)
APS Ammoniumperoxodisulfat, > 98%, p.a., ACS (Carl Roth GmbH)
Benzoylchlorid Benzoylchlorid zur Synthese (Merck KgaA)

Bromphenolblau Bromphenolblau Na-Salz, fiir die Elektrophorese (Carl Roth GmbH)
Chloramphenicol Chloramphenicol, 99% (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)

Chloroform- Roti-C/I (24:1) (Carl Roth GmbH)

Isoamylalkohol

Coomassie Brillant Blau G 250 (C.I. 42655) (Carl Roth GmbH)

DMF N,N-Dimethylformamid, Rotipuran, > 99,8%, p.a. (Carl Roth GmbH)
DMSO Dimethylsulfoxid, Rotipuran, > 99,8%, p.a. (Carl Roth GmbH)

dNTPs PCR Nucleotide Mix, 10 mM each (Roche Diagnostics GmbH)

DTT 1,4-Dithiothreitol, minimum 99% (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
EDTA Ethylendiamin-tetraessigséure Dinatriumsalz Dihydrat, > 99%, p.a. (Carl
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Roth GmbH)

Essigsdure Essigsdure, Rotipuran, 100%, p.a. (Carl Roth GmbH)

Essigsdureethylester ~ Essigsdureethylester, Ethylacetat

EtBr Ethidiumbromidlésung 1% (10 mg/mL) (Carl Roth GmbH)

EtOH Ethanol, Rotipuran, > 99,8%, p.a. (Carl Roth GmbH)

Fleischextrakt Fleischextrakt, pulv., fiir die Bakteriologie (Carl Roth GmbH)

Gentamycin Gentamycin sulfate, research grade (Serva Electrophoresis GmbH)

Glukose a-D(+)-Glucose Monohydrat fiir die Mikrobiologie (Carl Roth GmbH)

Glycerin Glycerin, Rotipuran, > 99,5%, p.a., wasserfrei (Carl Roth GmbH)

Glycin Glycin, Pufferan > 99%, p.a. (Carl Roth GmbH)

HCI Salzsdure 37%, p.a. (Carl Roth GmbH)

Hefeextrakt Hefeextrakt, pulv., fiir die Bakteriologie (Carl Roth GmbH)

HEPES HEPES-Natriumsalz, Pufferan > 96% (Carl Roth GmbH)

Herring Sperm DNA  Herring Sperm DNA, 10 pg/puL (Promega GmbH)

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid fiir die Molekularbiologie, > 99%,
dioxanfrei, animal free (Carl Roth GmbH)

Isopropanol 2-Propanol, Rotisolv, > 99,9%, UV/IR-Grade (Carl Roth GmbH)

K>;HPO4 di-Kaliumhydrogenphosphat, > 99%, p.a., wasserfrei (Carl Roth GmbH)

Kaliumacetat Kaliumacetat, > 99%, Ph.Eur., BP (Carl Roth GmbH)

Kalium-Iodid Kaliumiodid, reinst Ph.Eur., USP (AppliChem GmbH)

Kanamycin Kanamycinsulfat (Carl Roth GmbH)

KClI Kaliumchlorid, > 99%, Ph.Eur., USP, BP (Carl Roth GmbH)

KH,PO4 Kaliumdihydrogenphosphat, > 98%, Ph.Eur., USP, BP (Carl Roth
GmbH)

Malzextrakt Malzextrakt, pulv., fiir die Bakteriologie (Carl Roth GmbH)

MecOH Methanol, Rotipuran > 99,9%, p.a., ACS, ISO (Carl Roth GmbH)

MgCl, Magnesiumchlorid-Hexahydrat, > 99%, p.a., ACS (Carl Roth GmbH)

MgSO, Magnesiumsulfat-Heptahydrat, > 99%, Ph.Eur., USP, BP (Carl Roth
GmbH)

Na,CO; Natriumcarbonat > 99,8%, p.a., ACS, ISO, wasserfrei (Carl Roth
GmbH)

NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat, > 99,5%, p.a., ACS, ISO (Carl Roth GmbH)

NaOH Natriumhydroxid, > 99%, p.a., ISO, in Plitzchen (Carl Roth GmbH)

Natriumacetat Natriumacetat-Trihydrat, > 99,5%, p.a., ACS, ISO (Carl Roth GmbH)

Natriumcitrat tri-Natriumcitrat-Dihydrat, > 99%, p.a., ACS (Carl Roth GmbH)

PEG4000 Polyethylenglycol 4000 (Fermentas)

Pepton Pepton tryptisch verdaut, pulv., fiir die Bakteriologie (Carl Roth GmbH)

Phenol-Chloroform  Roti-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) (Carl Roth GmbH)

Phenylserin D,L-threo-Phenylserin Dihydrat, (Acros/ Sigma-Aldrich)

Phosphorséure ortho-Phosphorséure 85%, Rotipuran > 85%, p.a., ACS, ISO (Carl Roth
GmbH)

Saccharose Saccharose fiir die Mikrobiologie (Merck KgaA)

SAP Shrimp-Alkaline-Phosphatase (Fermentas)

SDS SDS ultra pure, > 99%, fiir die Elektrophorese (Carl Roth GmbH)

Soja Pepton Pepton aus Soja papainisch verdaut, fiir die Mikrobiologie (Carl Roth
GmbH)

TCA Trichloressigsdure, BioChemica (AppliChem GmbH)

TEMED TEMED, 99%, p.a., flir die Elektrophorese (Carl Roth GmbH)

Threonin L- bzw. D-Threonin,

Tributyrin (MP Biomedicals, LLC)
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Tris

Triton X 100
Trypton
Tryptophan
Tween 20
X-Gal

Tris, Pufferan, > 99,9%, Ultra Qualitdt (Carl Roth GmbH)

Triton X 100, reinst (Carl Roth GmbH)

Trypton/Pepton aus Casein pankreatisch verdaut (Carl Roth GmbH)

L-Typthophan, reinst (Merck KgaA)
Tween 20, Ph.Eur. (Carl Roth GmbH)

X-B-Gal, > 99%, fiir die Biochemie (Carl Roth GmbH)

2.4 Reaktions- und Nachweis-Kits

Tab. 6: Ubersicht iiber die verwendeten Reaktions- und Nachweis-Kits

Kit (Hersteller)

Anwendungsbereich

DNease Blood & Tissue Kit (QIAGEN AG)
innuPREP Gel Extraction Kit (Analytik Jena AG)

innuPREP Plasmid Mini Kit (Analytik Jena AG)
NucleoBond Xtra Midi Plus (Macherey-Nagel

GmbH & Co. KG)

Isolierung genomischer DNA

Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen,
PCR Purification

Plasmid Isolierung (max. 10 pg)
Plasmid Isolierung (max. 250 pg)

2.5 Bakterienstimme und Plasmide

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme, Vektoren und rekombinante

Plasmide sind in Tabelle 7, 8, und 9 aufgefiihrt.

Tab. 7: Ubersicht iiber die verwendeten Bakterienstimme

Stamm Bezeichnung Referenz/Literatur
E. coli DH5a F supE44 lacZAM15 AlacU169 hsdR17 | P
recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl A
[93] [94]

E. coli BL21 (DE3)

B F ompT hsdS(rB- mB-) dcm+ TetR
gal 1 (DE3)

E. coli XL1 endA1 gyrA96(nal®) thi-1 recAl relAl Stratagene, Heidelberg
lac glnV44 F'[ ::Tn10 proAB" lacI?
A(lacZ)M15] hsdR17(rg’ mg )

E. coli S17-1 Ec94::[RP4-2 (Tc::Mu) (Km::Tn7)],Tp", |’

+
Sm', tra’, recA, pro, res

P. putida KT2440

Wildtyp

[96]
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Tab. 8: Ubersicht der verwendeten Vektoren

Vektor Resistenz Bezugsquelle/Referenz | Wirt
genetische Marken
pET21a P P Apr ColE1 Novagen (Madison, | E. coli
77 lac USA)
ET28a ! - Novagen (Madison, | E. coli
p P_P Km ColE, His¢-Tag
77  lac USA)
T [97] :
pBBRIMCS2 rep mob™ lacZ’ Km br@tes
Wirtsspektrum
BC SK(+) © Anm (e | Stratagene (Heidelberg) | E. coli
p P P P lacZ Ap Cm
pBSL142 Bluescript-Derivat, MCS | *
Ap' Gm'
T r | [95] .
pSUP202 pBR325-Derivat, Ap Cm E. coli
Tc mob”
pBluescript P P lacZ Cm Colg] | Stratagene (Heidelberg) | E. coli
77 T3 lac
pWKR202I - ! Figurski & Helinski, | -
pACY177-Derivat, Gm
1979
Tab. 9: Ubersicht der verwendeten rekombinanten Plasmide
Vektor Resistenz Referenz

genetische Marken

pET21a-ltaE

Apr , 1001 bp Fragment ItaE (E.
Ndel/Xhol kloniert

coli XL1),

T. Rosenbaum

pET21a-glyl

Apr ,L1001 bp Fragment glyl (S. cerevisiae),
Ndel/Xhol kloniert

T. Rosenbaum

pET28a-ltak Kmr 1001 bp Fragment glyl (S. cerevisiae), diese Arbeit
Ndel/Xhol kloniert

pET28a-glyl Km 1001 bp Fragment glyl (S. cerevisiae), diese Arbeit
Ndel/Xhol kloniert

pET28a-Dp Km 1065 bp Fragment TA aus Desulfotalea diese Arbeit
psychrophila, Ndel/Xhol kloniert

PET28a-Ag Km 1149 bp Fragment TA aus Ashbya gossypii, diese Arbeit
Ndel/Xhol kloniert

PET28a-Kp Km 1167 bp Fragment TA aus Kluyveromyces diese Arbeit
polysporus, Ncol/Xhol kloniert

PET28a-Le Km 1110 bp Fragment TA aus Lodderomyces diese Arbeit
polyspora, Ncol /Xhol kloniert

PET28a-Pst Km 1205 bp Fragment TA aus Pichia stipitis, diese Arbeit
Ndel/Xhol kloniert

PET28a-ppTA Km 1041 bp Fragment TA aus P. putida KT2440, diese Arbeit
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Ndel/Xhol kloniert

PET282-AppTA | gy 1041 bp Fragment TA aus P. putida KT2440, diese Arbeit

Ndel/Xhol kloniert, Q@ Gm aus pBSL142 Eagl
kloniert

pSUP202AppTA diese Arbeit

Ap, Cm, Tc , 500 bp Fragment upstream des
ppTA-Gens aus P. putida KT2440 (Clal, Mlul) , Q

Gm aus pBSL142 Mlul kloniert, 500 bp Fragment
downstream des ppTA aus P. putida KT2440 (Mlul,
HindIll)

pBCSK-up500 | pBCSK + 500 bp upstream Fragment PpTA P. | diese Arbeit
putida KT2440

pBCSK- pBCSK + 500 bp upstream Fragment PpTA, + 500 | diese Arbeit
up/dw500 bp downstream Fragment PpTA aus P. putida
KT2440

pBCSKAPPTA | G’ pACY177-Derivat, Gm ,APpTA diese Arbeit

2.6 Stimme der DSMZ aus dem Irn Silico Screening

Tab. 10: Ubersicht iiber die ausgewihlten Stimme mit Sequenzihnlichkeit zu E. coli und S. cerevisiae TA

Stamm Bezeichnung Referenz
ausgehend vom Alignment mit Threoninaldolase (/faF) aus E. coli XL1
Shewanella baltica Wildtyp DSMZ
Desulfotalea psychrophila Wildtyp DSMZ
Pseudomonas syringae Wildtyp DSMZ
Photobacterium profundum | Wildtyp DSMZ
ausgehend vom Alignment mit Threoninaldolase (g/y/) aus S. cerevisiae
Ashbya gossypii Wildtyp DSMZ
Pichia stipitis Wildtyp DSMZ
Lodderomyces elongisporus | Wildtyp DSMZ
Kluyveromyces polyspora Wildtyp DSMZ
Candida glabrata Wildtyp DSMZ

2.7 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma eurofins MWG

Operon (Ebersberg) bezogen und sind in Tabelle 11 aufgefiihrt.
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MATERIAL UND METHODEN

Name Sequenz (5°—3’) Tm  Verwendung
(W9)
Cg-fw  CGAATATCATATGACTACTGAACTACCAC 57,9
CAC Ndel Amplifizierung der TA
Cgrev.  CGAATATGCGGCCGCTTAGTACTTGTAA 63,3 aus Candida glabrata
Notl
G TCTTGATC
Kp-fw  CGAATATCCATGGATGTCTGAATTCGAT 60,8
Neol Amplifizierung der TA
TTACCTTTACC aus Kluyveromyces
Kp-rev CGAATATCTCGAGCTAATATTTGTAAGT 55,6  polyspora
Xhol
CTTAAC
Ag-fw CGAATATCAT?TGAATCAGGATATGGAA 55,1
Ndel
CTAC Amplifizierung der TA
Ag-rev.  CGAATATCTCGAGTTAATACTTGTAGGT 57,7 aus Ashbya gossypii
Xhol
CTTGATC
Le-fw  CGAATATCCATGGATCTCTCTGTATTTG 58,9
Neol Amplifizierung der TA
CAAAC aus Lodderomyces
Le-rev.  CGAATATCTCGAGTTAGTTATTCTCAGC 58,0  polyspora
Xhol
TGTATAAAAC
Pst-fw CGAATATCAT;ATGGACTTCTCAACTTAT 59,5
Ndel
ACCGCC Amplifizierung der TA
Pst-rev.  CGAATATCTCGAGTCACTCTTCGATATT 58,9 aus Pichia stipitis
Xhol
ACTGTAAAATC
Pp-fw  CGAATATCCATGGATGATTGATTTTCGC 62,4
Neol Amplifizierung der TA
TCAGACACAG aus Photobacterium
Pp-rev. CGAATATCTCGAGTTATAAAGCGCATTT 61,6 profundum
Xhol
TAACGCCG
Ps-fw CGAATATCATATGACGGTCATCGATCTG 64,0
Ndel Amplifizierung der TA
CGCAGC aus Pseudomonas
Ps-rev. CGAATATGCGGCCGCTCATGGGTGTTCA 70,4  syringae
Notl
AAGGCTGCG
Sb-fw  CGAATATCCATGGATGATAGATTTACGC 60,5
Ncol
AGTGATACTG Amplifizierung der TA
Sb-rev.  CGAATATCTCGAGTTAGGCGGTGAAGTG 65,0 aus Shewanella baltica

Xhol

CTGCTTCATAAC
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Dp-fw

Dp-rev

PpTA-
fw

PpTA-
rev

PpA-fw

PpA-fw

up-
500fw
up-
500rev
dw-
500fw

dw-
500rev

SHMT-
fw

SHMT-
rev

CGAATATCATATGCAGGTGAAGAGCAT
Ndel
ACAAAATC
CGAATATCTgpﬁGCTATAGGGCCCCTGC
AAAAAGTCC
CGATATCATATGACAGACAAGAGCCAA
Ndel
CAATTC
CGATATCTg?AGTCAGCCACCAATGATC
hol
GTGCG
CGAATATCATATGAAGCATCTGGACTGC
Ndel
ACACTTC
CGAATATCquAGTCATTTCAGTGGCCC
ol

ATAAACG
GTCGACAGCCTTCGGCGTACTTGTTGG

Sall

GGATCCGGCACGGTCCTGTGAACGACGC

BamHI1

CGATATGGATCCAAGCTTGCGAGAGCCG
BamHI1 HindlIl

GGGCCGCCGETGCGGC

CGAATATGTCGACGCTCGCGTTGAACGC

Sall

TGCCATC
CGAATATCATATGTTTGCCAAYATYTCH
Ndel
MTTKC
CGAATATCTCGAGTTAKTKTKCRTATAC
Xhol

AGGGAA

59,0

65,6

58,8

65,4

61,3

62,5

64,7
69,3

75,9

68,1

53,9-
60,8

56,5-
61,4

Amplifizierung der TA
aus Desulfotalea
psychrophila

Amplifizierung der
putativen TA aus P.
putida KT2440

Amplifizierung der
putativen Aldolase aus P.
putida KT2440

Amplifizierung der 500
bp flankierenden Region
vor dem PpTA-Gen in P.
putida KT2440
Amplifizierung der 500
bp flankierenden Region
nach dem PpTA Gen in
Pseudomonas putida
KT2440

Amplifizierung der
SHMT aus Bodenproben-
Isolat B11c2)
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Tab. 12: Verwendete Primer zur Erstellung der Deletionsmutante in P. putida KT2440 mittels ,,Overlap-
extention PCR*

Name Sequenz (5°—3’) T™M  Verwendung
(W(9)

up500-fw GTCGACAGCCTTCGGCGTACTTGTTGGTC 66,3 Amplifizierung des
Sall Gen-flankierenden

AG upstream-Fragments
up500-dw  TGCCTGATGGATGGCACGGTCCTGTGA 71,4 Amplifizierung des
ACGACGCAGA Gen-flankierenden

upstream-Fragments
mit Homologie zu

QGm'
dw500-fw  GCCGTAAAGCTTGCGAGAGCCGGGGCC 77,4 Amplifizierung des
GCCGTGCGGC Gen-flankierenden
downstream -

Fragments mit
Homologie zu QGm"
dw500-rev. = GTCGACGCTCGCGTTGAACGCTGCCATC 69,5 Amplifizierung des

HindIll Gen-flankierenden
GAG downstream-Fragments
QGm'-fw = CAGGACCGTGCCATCCATCAGGCAACG 72,8 Amplifizierung der
ACGGGCTGC Gentamycin Kassette
QGm' aus pWKR2021
(2300bp)
QGm'-rev  CCCGGCTCTCGCAAGCTTTACGGCCAC 69,9 Amplifizierung der
AGTAACCAA Gentamycin Kassette
QGm' aus pWKR2021
(2300bp) mit

Homologie zum
downstream Fragment
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Tab. 13: Verwendete Primer zur Erstellung der Mutanten der E. coli TA durch Aminosédureaustausch in Position
87 (Phenylalanin) und Position 96 mittels Quick-Change-PCR.

Name Sequenz (5°—3’) TM  Aminosiure-
(°C) Austausch

LTAE-Leu-fw GCGCATAACTATCTGTTAGAAGCCGGTG 67,3

GCGCG Phe 2 Leu
LTAE-Leu-rev CGCGCCACCGGCTTCTAACAGATAGTTA 67,3

TGCGC
LTAE-Trp-fw GCGCATAACTATCTGTGGGAAGCCGGTG 70,3

GCGCG Phe = Trp
LTAE-Trp-rev CGCGCCACCGGCTTCCCACAGATAGTTA 70,3

TGCGC
LTAE-Asn-fw GCGCATAACTATCTGAATGAAGCCGGTG 67,7

GCGCG Phe = Asn
LTAE-Asn-rev CGCGCCACCGGCTTCATTCAGATAGTTA 67,7

TGCGC
LTAE-Asp-fw GCGCATAACTATCTGGATGAAGCCGGTG 68,9

GCGCG Phe = Asp
LTAE-Asp-rev CGCGCCACCGGCTTCATCCAGATAGTTA 68,9

TGCGC
LTAE-Ser-fw GCGCATAACTATCTGTCTGAAGCCGGTG 68,7

GCGCG Phe - Ser
LTAE-Ser-rev CGCGCCACCGGCTTCAGACAGATAGTTA 68,7

TGCGC
LTAE-His-fw GCGCATAACTATCTGCATGAAGCCGGTG 69,2

GCGCG Phe = His
LTAE-His-rev CGCGCCACCGGCTTCATGCAGATAGTTA 69,2

TGCGC
LTAE-Asp96-fw  GGCGCGGCGGTGCTGGGCAGTATTCAAC 734

CGCAA Gly =2 Asp
LTAE-Asp96-rev.  TTGCGGTTGAATACTGCCCAGCACCGCC 734

GCGCC

Tab. 14: Ubersicht iiber die verwendeten Primer zur 16S-rDNA Amplifizierung.

Name Sequenz (5°—3’) TM (°C) Referenz
142R CGGYTACCTTGTTACGAC 53,7-56 5]
616V AGAGTTTGATYMTGGCTCAG 53,2-57,3 U1
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2.8 Puffer und Losungen

Puffer und Losungen fiir die Agarosegelelektrophorese

TBE-Puffer : Tris 89 mM
Borat 89 mM
Na,-EDTA 2,5 mM
DNA-Probenpuffer: Na,-EDTA 100 mM
Glycerol 43 % (v/v)
BPB 0,05 % (wW/v)
bp  ngM.Sug %
a0 % 6
/6000 T 14
L] ] i}
o B
; _,-':.-: 25 ;
2 1000 60 12

|
. N,

0

1% TopVisi

0. Spptans Bem londgtl
1% TAE, TW/cm, A5min

Abb. 17: DNA-Molekulargewichtsstandard “GeneRuler 1kb DNA Ladder” (Fermentas)

Zur besseren Orientierung heben sich die Banden bei 6000, 3000 und 1000 bp im Agarosegel

durch eine hohere DNA-Konzentration von den anderen Banden ab.

Puffer und Losungen zur Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

Magnesium-Mix:
MgCl, 500 mM
MgSO4 500 mM
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Transformationspuffer (TMF):

CaCl, 100 mM
RbClz 50 mM
MnCl, 40 mM

Puffer und Losungen zur Proteinisolierung und SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

(SDS-PAGE)

10-fach Elektrophorese-Puffer :

Tris-Hcl 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1 % (w/v)
A. dest ad 1000 ml

4-fach Sammelgelpuffer (pH6.8) :
Tris-HCI 0,5M
A. dest. ad 200 ml

4-fach Trenngelpuffer (pHS8.8) :
Tris-HCI 1,5M
Aq. dest. ad 200 ml

SDS-Probenpuffer (pH6.8):

Tris-HCl 50 mM
Glycerol 10 % (v/v)
SDS 4 % (W/v)
B-Mercaptoethanol 2 % (v/v)
BPb 0,03 % (w/v)
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15% (w/v) SDS-Trenngel:

4-fach Trenngelpuffer

87% (v/v) Glycerol

A.dest

40% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)-L6sung
10% (w/v) SDS

10% (w/v) APS

TEMED

SDS-Sammelgel:

4-fach Sammelgelpuffer

A.dest.

40% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)-Losung
10 % (w/v) SDS

10 % (w/v) APS
TEMED
kDa
AT0
A0
=100
._.-1|:| —
e
~25 -
10

4-20% Tiia-glycine S0GE-PAGE

2,500 ml
0,100 ml
3,050 ml
3,750 ml
0,100 ml
0,075 ml
0,015 ml

1,250 ml
3,150 ml
0,715 ml
0,050 ml
0,050 ml
3,5 ul

Abb. 18: Protein-GroBenstandard “PageRuler Prestained ProteinLadder” (Fermentas)

Zur besseren Orientierung sind die 72 kDa Bande rot und die 10 kDa Bande griin geférbt.
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Comassie-Blau-Firbeldsung:

Ethanol 25% (v/Vv)

Essigsédure 10% (v/v)
Comassie Brilliant Blue 0,2% (W/v)

Entfarbe-Losung:
Ethanol 5% (v/v)

Essigsédure 7% (V/V)

Puffer fiir die Proteinaufreinigung iiber Ni-NTA Affinititschromatographie unter

denaturierenden Bedingungen

Lysispuffer (pH &.0):

NaH,POq4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM
Harnstoff 8 M

Waschpuffer (pH 8.0):

NaH,POq4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 20 mM
Harnstoff &M

Elutionspuffer (pH 8.0):

NaH,POq4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 250 mM
Harnstoff &M
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2.9 Wachstumsbedingungen

2.9.1 Sterilisation

Bei allen mikrobiologischen Arbeiten wurde unter sterilen Bedingungen gearbeitet. Soweit
nicht anders angegeben, wurden sidmtliche Medien fiir 20 min bei 121°C und 1 kg/cm?
Uberdruck dampfsterilisiert. Thermolabile Substanzen wurden sterifiltriert, Kolben wurden

uber Nacht im Sterilisationsschrank bei 180°C hitzesterilisiert.

2.9.2 Kultivierung und Lagerung von Bakterien

E. coli wurde in LB-Medium bei 37 °C kultiviert; P. putida wurde in Medium EM1 bei 30°C
kultiviert. Flissigkulturen mit einem Volumen von 5 ml wurden in einem Reagenzglas-
Rotator, groBlere Volumina im Erlenmeyer-Kolben auf einem Inkubationsschiittler bei 120
rpm kultiviert. Dabei entsprach das Verhéltnis zwischen Kulturvolumen und Volumen des
verwendeten Erlenmeyer-Kolbens 1:10. Stimme mit plasmid- oder genomkodierten
Resistenzmarken wurden unter Selektionsdruck durch Zugabe des jeweiligen Antibiotikums
(Tab. 14) kultiviert. Vorkulturen wurden iiber Nacht inkubiert, Hauptkulturen (HK) wurden

aus einer Ubernachtkultur (UK) mit einer OD600 von 0,05 angeimpft. Zur Expression der

heterologen Gene wurde die Uberexpression der T7-RNA-Polymerase bei dem Erreichen

einer OD60 von ~ 0.5 durch die Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1 mM) induziert. Zur

dauerhaften Lagerung von Bakterien wurden 1 ml UK mit 500 ml (80% igem) Glycerin

versetzt und in Cryo-GefaBen bei -80 °C eingefroren und konserviert.

LB-Medium: 10 g/l Trypton
5 g/l NaCl
5 g/l Hefeextrakt
pH 7,0

EM1-Medium: 20 g/ Trypton
5 g/l NaCl
5 g/l Hefeextrakt
1 % (w/v) Glucose
pH 7,5

Zur Herstellung von Festmedien wurde den Medienkomponenten 1,5 % (w/v) Agar

zugegeben.
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Antibiotika
Tab. 15: Ubersicht iiber die verwendeten Antibiotika und ihre Endkonzentrationen in E. coli und P. putida.
Antibiotikum Endkonzentration in E. coli | Endkonzentration in P. putida
(ng/ml) (ng/ml)
Kanamycin (Km") 50 50
Ampicillin (Ap") 100 -
Chloramphenicol (Cm'") 50 450
Gentamycin (Gm') 10 30
Tetracyclin (Tc") 25 50
Irgasan (Irg") - 25

Selektionsmedium fiir Threonin-Aldolase-AKktivitit

Das Selektionsmedium fiir Threonin-Aldolase-Aktivitit basiert auf dem Minimalmedium M9

nach Sambrook er al., 1989 " mit 10 mM D,L-threo-Phenylserin (Sigma-Aldrich) als

alleiniger Kohlenstoffquelle anstatt Glukose. Bakterien wurden mehrere Tage bei 30 °C

inkubiert.

Losung 1:
Losung 2:

Losung 3:

Losung 4:

1 M Phenylserin
25¢g MgSO4 x 7 HzO

ad 100 ml A. dest.
02¢g CaCl2 x 2 H2O

ad 100 ml A. dest.
35¢g NaZHPO4 X2 HZO

15 g KH PO
2 4

2,5 g NaCl
S5¢g NH4C1

ad 500 ml A. dest.

Losungen 2 - 4 wurden fiir 20 min bei 120 °C autoklaviert und Losung 1 sterilfiltriert. Fiir 1 L

Medium wurden 10 ml Losung 1, 10 ml Losung 2, 10 ml Losung 3 und 100 ml Losung 4 auf

1L mit sterilem Aq. dest. aufgefiillt. Zur Herstellung von Festmedien wurde dem Medium 1,5

% (w/v) Agar zugegeben.
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Minimalmedium zur Anreicherung von Mikroorganismen aus Bodenproben

C-Quelle (Phenylserin) 10,00 g
Ammoniumsulfat 2,00 g
Hefeextrakt 0,20 g
K,HPO, 0,34 g
KH,PO4 6,54 g
Agar 17,00 g
HVK-Spurenelementldosung 20,00 ml

Auf ein Liter Aq. dest auffiillen

Zusammensetzung der HVK-Spurenelementldsung:

Titriplex I 10,00 g
MgS0O4 x 7 HO 1445 ¢
CaCl, x H,O 333 g
(NH4) ¢M07024 x 4 H,O 9,25 mg
Metall-Losung 50,00 ml

Mit 10 M NaOH pH 6,6 einstellen

Zusammensetzung der Metall-Losung:

Titriplex II 250,00 mg
ZnS04 x 7 H,0 422 ¢
FeSO4 x7 H,O 248 ¢
MnSO4 x H,O 4,01 ¢g
CuSO4 x5 H,O 39,20 mg
Co(NO3), x6 H,O 244,45 mg
Na,B407 x 10 H,O 171,03 mg

Mit 6 M H,SO,4 einen pH-Wert von 1,5 — 2,0 einstellen

Der pH-Wert wurde auf 7,5 eingestellt, um das vermehrte Wachstum von Pilzen im sauren

Millieu zu vermeiden.

Das D,L-threo-Phenylserin wurde als Kohlenstoff-Quelle erst nach Autoklavieren in das

abgekiihlte Medium gegeben, um eine vorzeitige Zersetzung zu vermeiden.
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2.9.3 Bestimmung der Zelldichte

Die Zelldichte einer Bakterienkultur wurde durch Messung der optischen Dichte (OD) bei
einer Wellenldnge von 600 nm bestimmt. Dabei wurde davon ausgegangen, dass einer ODggo

von 1 eine Zellzahl von ungefihr 1 x 10° Zellen entspricht.

2.10 Probenentnahme Umweltproben und Kultivierung

Bei allen Proben wurden handelt es sich um Bodenproben, die an verschiedenen Standorten
entnommen und in sterilen Falcon tubes gesammelt und bei 4 °C gelagert wurden.

Zur Kultivierung wurde den Bodenproben jeweils 1g entnommen und in 10 ml dest. Wasser
durch kréftiges Vortexen gut suspendiert. Es wurde gewartet, bis sich die Sedimente abgesetzt
haben und aus dem Uberstand 100 pl abgenommen und auf Minimalagar mit D,L-threo-
Phenylserin als alleiniger C-Quelle ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte fiir einige Tage bei
Raumtemperatur. Jeden Tag wurde die Morphologie der Organismen iiberpriift. Kolonien mit
unterschiedlicher Morphologie (z.B. Kolonieform, Pigmentierung, Sekretbildung) wurden
vereinzelt. Nach drei fraktionierten Ausstrichen wurden die Organismen in Fliissigkulturen
angezogen und ein Aliquot der Kulturen mit Glycerin kryokonserviert. Es wurden insgesamt

16 Bodenproben unterschiedlicher Art von diversen Standorten verwendet.

2.11 Standardtechniken fiir das Arbeiten mit Nukleinsiduren

2.11.1 Priparation von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli und P. putida erfolgte durch die Verwendung
von Mini- und Midiprip-Kits der Firmen Analytik Jena und Qiagen nach Angaben der

Hersteller.

2.11.2 Priparation genomischer DNA

Genomische DNA wurde aus einer 5 ml Ubernachtkultur mit Hilfe des DNeasy

Blood&Tissue Kits der Firma Qiagen isoliert oder mittels Phenol-Chloroform-Extraktion.
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2.11.3 Phenol-Chloroform Extraktion

Die Phenol-Chloroform Extraktion trennt Proteine und Nukleinsduren voneinander. Nach
Zugabe von einem Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol [25:24:1 (v/v/v)] zur DNA-
Losung wurde die Probe so lange gemischt, bis sich eine Emulsion bildete. Die organische,
untere Phase und die wissrige, obere Phase wurden durch Zentrifugation separiert (13.000
rpm, 2-5 min, RT). Die wissrige Phase wurde, ohne die Interphase oder die organische Phase
zu verschleppen, in ein zweites Eppendorfgefal {iberfithrt und weitere zwei Mal wie oben
beschrieben extrahiert. Die Phenolreste wurden aus der wéssrigen Phase durch eine weitere
Extraktion mit einem Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisch [24:1 (v/v)] entfernt. Nach
Trennung der Phasen durch Zentrifugation (s.0.) wurde die DNA der wissrigen Phase durch

Isopropanol-Fillung isoliert.

2.11.4 Fillung von Nukleinsiuren

Die wissrige DNA-Losung wurde mit 0,.3 Volumen einer 3 M Natriumacetat-Losung (pH 5)
und 0,8 Volumen eiskaltem Isopropanol (-20°C) versetzt und gemischt. AnschlieBend wurde
fiir 15 Minuten zentrifugiert (14.000 rpM, 4 °C). Das gewonnene Pellet wurde mit 70 %
Ethanol (v/v) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (5 min, 14.000 rpM, RT) wurde die
DNA entweder bei RT oder im Eppendorf-Inkubator bei 65 °C fiir einige Minuten getrocknet.
Das getrocknete Pellet wurde anschlieend in 50 pl Aq. dest. aufgenommen, bzw. fiir eine

anschlieBende Dephosphoryliereung der DNA in 44 pl Aq. dest. aufgenommen.

2.11.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentration von DNA wurde entweder photometrisch am Eppendorf Biophotometer
durch Messung der Extinktion bei 260 nm in einer Quarzkiivette bestimmt oder alternativ

iiber den DNA-Tiipfeltest.

Tiipfeltest

1 uL der DNA-Probe bzw. einer Verdiinnungsreihe wurde neben einer Konzentrationsreihe
des DNA Standards (Herring Sperm DNA, 10-50 ng/pL) auf eine Agarose-Tiipfelplatte
getropft. Waren die Proben und der Standard vollstandig getrocknet, konnte die Helligkeit der
Tropfen bei Anregung mit Licht der Wellenldinge 260 nm verglichen und somit die

Konzentration abgeschétzt werden.
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Tiipfelplatte: Petrischale mit Nocken (35 x 10 mm), 0,8% (w/v) Agarose, 0,5 pg/mL EtBr

Photometrische Bestimmung

Die DNA-Konzentration wurde bei einer Wellenldinge von 260 nm {iiber das Programm
dsDNA des BioPhotometers nach Herstellerprotokoll bestimmt.

Als Kiivette wurde die TrayCell Messzelle in Kombination mit zwei verschiedenen Deckeln,
abhéngig vom Mess-bereich, verwendet (Tab. 14).

Die Reinheit der DNA ergab sich aus dem Quotienten aus ODx6p und ODgy.

Tab. 14: DeckelgroBen der TrayCell Messzelle und die dazugehdrigen Parameter.

Deckelgrofie virtueller Probenvolumen Messbereich
Verdiinnungsfaktor

I mm 10 3-5ulL 15-800 ng/uL

0,2 mm 50 0,7-4 uL 100-4.000 ng/pL

2.12 In vitro Modifikation von DNA

2.12.1 Restriktion von DNA

Die hydrolytische Spaltung von DNA erfolgte durch Restriktionsenzyme nach Angaben des
Herstellers unter Verwendung der empfohlenen Puffer bei empfohlener Temperatur, wobei
der Anteil an Enzymlosung in einer Reaktion nie mehr als 10% (v/v) vom Gesamtvolumen
betrug. Bei Verwendung von zwei kompatiblen Enzymen wurden jeweils gleiche
Enzymaktivititen (Units) in die Reaktion eingesetzt.

Hierzu wurden fiir einen préparativen Verdau insgesamt 60 pl Gesamtvolumen angesetzt und
zur Uberpriifung einer Klonierung in einem analytischen Verdau 20 pl, die anschlieBend iiber
ein 0,8 — 1 %iges Agarose Gel analysiert wurden. Priparativ verdaute Plasmide und PCR-
Produkte wurden anschlieend aus dem Agarose-Gel extrahiert und die DNA mittels ,,Gel-

Extraction® Kit von der Firma Qiagen isoliert.

Analvytischer Restriktionsverdau:

100-300 ng DNA, 1,5 pL Puffer (10 x), 2 U Restriktionsenzym, ad 20 pL Milli-Q Wasser,

Inkubation: je nach Enzymen 2h - UN
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Priparativer Restriktionsverdau:
>10 ug DNA, 6 pL Puffer (10 x), 1-2 U Restriktionsenzym pro pg DNA, ad 60 uL Milli-Q
Wasser, Inkubation: je nach Enzymen 2h — UN.

Zur Inaktivierung der Restriktionsenzyme wurden die Ansétze bei jeweils vom Hersteller

empfohlener Temperatur fiir 20 min erhitzt.

2.12.2 Partialverdau genomischer DNA

Isolierte genomische DNA wurde partiell mit der Restriktionsendonuklease Bsp1431 (Sau3Al)
verdaut. Hierzu wurden 10 pg der isolierten genomischen DNA mit 1 U Restriktionsenzym
fiir 30 sec — 1 min bei 37°C inkubiert. Nach der Restriktion wurden die Proben durch die
Auftrennung in einem 0,6 %igem Agarosegel analysiert und in 6 — 10 kb groBen Fragmenten

aus dem Agarosegel eluiert.

2.12.3 Dephosphorylierung von Plasmiden

Bei ungerichteten Klonierungen wurden die 5’-Enden des Vektors dephosphoryliert, um
Religationen zu vermeiden. Dazu wurde die Plasmid-DNA nach dem Restriktionsverdau iiber
Isopropanolfillung gefdllt und in 44 pl Aq. dest. aufgenommen. Es wurde mit 1 U alkalischer
Phosphatase aus Pandalus borealis [Shrimp Alkaline Phosphotase (SAP)] pro 10 pmol
Vektorenden im SAP-Puffer fiir 1 h bei 37°C inkubiert.

2.12.4 Klonierung von DNA Fragmenten

DNA-Ligasen katalysieren die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen kompatiblen,
tiberhdngenden Enden (sticky ends) oder glatten Enden (blunt ends) doppel-stringiger DNA-
Molekiile unter Verbrauch von ATP. Zur effektiven in vitro-Ligation von DNA mit sticky
ends wurden 100 ng Vektor-DNA in einem molaren Verhéltnis von 1:3 mit Insert-DNA,
Puffer (1 x) und 2,5-5 U Ligase fiir 1 h bei RT inkubiert. Blunt end-Ligationen wurden in
einem molaren Verhéltnis von 1:5 bis 1:10 mit Insert-DNA nach Vorgabe von Fermentas in
Puffer (1 x) mit 5 U Ligase und Zugabe von PEG4000 entweder fiir 2h bei 16°C oder UN bei
4°C inkubiert.

Die einzusetzende Menge an Vektor zu Insert flir das angegebene molare Verhiltnis fiir sticky

end und blunt end Klonierungen wurde iiber folgende Formel berechnet:
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Lénge [bp] x 10°%/( [c] x 660) = fmol/ul DNA

Die Inaktivierung der T4-Ligase erfolgte fiir 10 min bei 65°C.

2.12.5 Standard-Klonierung von PCR Produkten

Die DNA wurde iiber PCR unter Verwendung der Pfu- oder Phusion-DNA-Polymerase
amplifiziert. 4 pL PCR Produkt wurden iiber AGE analytisch kontrolliert.

Bei Beobachtung mehrerer Banden wurden diese iiber eine praparative AGE aufgetrennt, die
gewlinschte Bande tiber Gelelution isoliert und die Konzentration bestimmt. Bei sticky end-
Ligationen tiiber eingefiigte Schnittstellen, wurde das isolierte PCR Produkt mit diesen
Enzymen verdaut und die Proben {iiber eine PCR-Purification aufgereinigt. Die Ligation
erfolgte in den Vektor pET28a {iiber die eingefiigten Schnittstellen. Bei blunt end-
Klonierungen wurde das PCR Produkt direkt in den Smal linearisierten Vektor pBluescript
SK oder pBCSK (+) blunt end kloniert. Chemisch kompetente E. coli DH5a wurden mit dem
Ligationsansatz transformiert und diverse Klone ausgewihlt, deren Plasmide isoliert und iiber

Restriktionsanalyse kontrolliert wurden. Anschliefend wurden die Plasmide sequenziert.

2.12.6 Konstruktion von Genombibliotheken in P. putida

Partiell mit Bsp/431 verdaute genomische DNA aus Bodenproben wurde in den Vektor
pBBRIMCS mit breitem Wirtsbereich kloniert. Der Vektor pBBRIMCS wurde zuvor mit
BamHI restringiert und mit der alkalischen Phosphatase aus Pandalus borealis [Shrimp
Alkaline Phosphotase (S4P)] dephosphoryliert. Das Verhéltnis von Vektor zu Insert betrug
bei sticky-end-Ligationen typischerweise 1:3 bis 1:5 mit mind. 100 ng Plasmid. Die
Ligationsansitze wurden fiir 2 h bei 16°C inkubiert und anschlieBend direkt in P. putida
mittels Elektroporation transformiert. Alternativ. wurden die Ligationen 30 min bei
Raumtemperatur in ,rapid ligation buffer (Fermentas) inkubiert und anschlieend

transformiert.
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2.13 Sequenzierung von Plasmid-DNA und PCR-Produkten

Plasmid-DNA (50-100 ng/uL in Milli-Q Wasser), sowie gereinigte PCR-Produkte (~ 300
ng/pL in Milli-Q Wasser) wurden standardméBig bei der Firma Sequiserve in Vaterstetten
sequenziert. Ggf. wurden die Primer fiir die Sequenzierung in einer Konzentration von 10

pmol/pL in Milli-Q Wasser mitgeschickt.

2.14 Gelelektrophorese von Nukleinsauren

Zur Analyse sowie zur préaparativen Isolierung wurden DNA-Fragmente in Agarosegelen mit
einer Konzentration von 0,5 % - 1 % (w/v) nach Sambrook ez al. (1989) "°! elektrophoretisch
getrennt. Als Elektrophoresepuffer wurde 0,5 x TBE (45 mM Tris-Base; 45 mM Borat; 1,25
mM NaZ-EDTA; pH 8,3) verwendet. Als Liangenstandard wurden die ,,1kb-ladder” und

,J0bp-ladder” von Fermentas eingesetzt. Zur Dokumentation der Gelelektrophorese-
Ergebnisse wurde das Videodokumentationssystem ,,EagleEye II“ der Firma Stratagene
(Heidelberg) zusammmen mit der Software ,,Gel Jet Imager Plus* der Firma Intas (Gottingen)
genutzt.

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des ,,Gel
Extraction“-Kits der Firma Qiagen bzw. des DoublePure Kits der Firma Analytik Jena nach

Angaben des Herstellers.

2.15 Amplifikation von DNA mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.15.1 Standard-PCR

PCR ist ein in vitro Verfahren zur selektiven Amplifikation definierter DNA-Abschnitte aus
einem Gemisch von DNA und wurde nach der methode von Saiki et al. (1988) durchgefiihrt
19 Die annealing Temperatur (Ta) lag bei Verwendung der Pfi-Polymerase 5-10 °C unter
der Schmelztemperatur (TM), bei Verwendung der Phusion Polymerase 3°C iiber der TM der
verwendeten Primer. Die Elongationszeit (tE) war abhingig von der Lédnge der zu
amplifizierenden DNA und betrug 1.000 Bp/min. Die Extensionszeit richtete sich nach der
GroBle der zu amplifizierenden Produkte, die Pfu-DNA-Polymerase benétigt fiir 1kb etwa 2

min und die Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase ca. 30 s.
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Tab. 16: Zusammensetzung der PCR-Ansétze unter Verwendung der Pfu- und Phusion-DNA-Polymerase.

Komponente | PCR-Ansatz Pfu-Polymerase PCR-Ansatz Phusion-Polymerase
Template-DNA | 100-250 ng 100-250 ng

Primer je5ul (10 pM) fw & rev Je 2,5 ul (10 pM) fw & rev

DMSO 1,5 ul 1,5 ul

Puffer (1x) Sul 10 pl

Polymerase 1 ul 0,5 ul

dNTP’s 1 ul (10 mM) 1 ul (10 mM)

Endvolumen 50 pl 50 pl

Je nach PCR variierten die Einstellungen des Mastercycler Gradienten:

Programm ndl (Pfu): 1 x (98°C, 5 min), 30-35 x ((98°C, 45 sec), (Ta, 1 min), (tE, 72°C, 1
min 10 sec)), 1 x (72°C, 10 min)

Programm nd2 (Phusion) 2-step: 1 x (98°C, 30 sec), 30-35 x ((98°C, 10 sec), (tE, 72°C, 1 40
sec)), 1 x (72°C, 10 min)

PfuTurbo DNA Polymerase: 2,5 U, Fehlerrate = 1,3 x 10
Phusion Polymerase: 2 U, Fehlerrate = 4,4 x 107

2.15.2 EUBAC-PCR zur Amplifizierung von 16S-rRNA

Mittels EUBAC-PCR wurde die fiir jeden Mikroorganismus spezifische 16S-rDNA unter
Verwendung universeller Primer amplifiziert. Der Reaktionsansatz war analog zum Ansatz

unter Verwendung der Pfu-DNA-Ploymerase.
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Tab. 17: Zusammensetzung des EUBAC-PCR-Ansatzes.

Komponente

PCR-Ansatz Taq-Polymerase

Template-DNA
Primer

DMSO

Puffer (1x)
Polymerase
dNTP’s

Endvolumen

100-250 ng

je S ul (10 pM) fw & rev
1,5 pl

Sul

1 ul

1 ul (10 mM)

50 ul

Programm EUBAC (Tagq): 1 x (95°C, 2 min), 30-35 x ((95°C, 45 sec), (52°C, 45 sec), (tE,

72°C, 1 min 30 sec)), 1 x (72°C, 10 min)

Tag DNA-Polymerase: 1,25 U, Puffer mit Ammoniumsulfat, 2 mM MgCl,, Fehlerrate = 2,2 x

107

2.15.3 Quick-Change-PCR

Die Quick-Change PCR wurde zur Erstellung von Mutanten der E. coli TA, die sich in einer

Aminoséure in Postition 87 des Gens unterscheiden, verwendet. Hierfiir wurde die an Position

87 befindliche Aminosdure Phenylalanin gegen sechs verschiedene Aminoséuren mit diversen

Eigenschaften unter Verwendung der in Tabelle 12 angegebenen Primer ausgetauscht.

Tab. 18: Zusammensetzung des Quick-Change PCR-Ansatzes.

Komponente

PCR-Ansatz Phusion-Polymerase

Template-DNA
pET28a-ItaE
Primer

Betain

Puffer (1x)
Polymerase
dNTP’s

Endvolumen

2 ul

1 ul

je L ul (10 pM) fw & rev
3ul

10 pl

0,5 ul

1 pl (10 mM)

50 pl mit Aq. Dest.
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Programm Quick-Change (Phusion): 1 x (98°C, 5 min), 30 x ((98°C, 45 sec), (Ta, 1 min), (tE,
72°C, 3 min 30 sec)), 1 x (72°C, 10 min)

2.15.4 Overlap-Extension-PCR

Mit der Overlap-Extention-PCR werden drei DNA-Fragmente mit jeweils {iberlappenden
homologen Regionen in einer einzigen PCR nach Vorschrift von Choi et al. zu einem
Konstrukt amplifiziert '), Dabei werden zunichst drei Zyklen mit allen drei Templates ohne

Primer durchlaufen und anschlieBend weitere 25 Zyklen nach Zugabe der Primer.

Tab. 19: Zusammensetzung des Overlap-Extention PCR-Ansatzes unter Verwendung der Pfi-DNA-
Polymerase.

Komponente | PCR-Ansatz Phusion-Polymerase

Template-DNA | 2 pul

Primer je 2,5 ul (10 pM) fw & rev
DMSO S5ul

Puffer (1x) Sul

Polymerase 1 ul

dNTP’s 1 ul (10 mM)

Endvolumen 50 pl mit Aq. Dest.

Programm Overlapl (Pfu): 1 x (98°C, 5 min), 3 x ((98°C, 45 sec), (Ta, 1 min), (tE, 72°C, 8
min)), 1 x (72°C, 10 min)

Nach 3 Zyklen mit Programm Overlap] erfolgte die Primer-Zugabe und weitere 25 Zyklen
mit Programm Overlap2

Programm Overlap2 (Pfu): 1 x (98°C, 5 min), 25 x ((98°C, 45 sec), (tA, 1 min), (tE, 72°C, 8
min)), 1 x (72°C, 10 min)
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2.16 Stammidentifizierung uiber ribosomale DNA (16S-rDNA Analyse)

Einen ersten Uberblick iiber die Diversitit der Organismen einer Probe wurde iiber BLAST-
Datenbank Analysen der klonierten und sequenzierten ribosomalen DNA (16S rDNA)
gewonnen. Die Risikostufe von bekannten Organismen wurde iiber deren Typstimme und die

DSMZ-Datenbank bestimmt.

2.17 Transformation von Bakterienzellen mit Plasmid-DNA

2.17.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli

Chemisch kompetente E. coli DH5a oder BL21 (DE3) wurden durch eine Behandlung mit
Calciumchlorid erzeugt, wobei die Préparation mit Zellen erfolgte, die zuvor 3 x fraktioniert
ausgestrichen worden waren. Aus einer Ubernachtkultur wurde eine Hauptkultur mit einer
ODgoo = 0,05 angeimpft und bis zu einer ODggp = 0,5 inkubiert. Das Zellwachstum wurde auf
Eis fiir 10 min gestoppt. Die Zellen wurden anschlieend in 7 mL FB-Puffer (4°C) pro 100
mL Hauptkultur aufgenommen (Zentrifugation: 10 min, 4°C, 1750 x g) und fiir 20 min auf Eis
inkubiert. Nach der Zentrifugation (s.0) wurden die Zellen in 1,7 mL FB-Puffer (4°C) pro 100
mL Hauptkultur resuspendiert, a 100 pL aliquotiert fiir 1 h bei -20°C eingefroren und
anschlielend bei -80°C gelagert.

FB-Puffer: 100 mM KCI, 50 mM CaCl2, 10% (w/v) Glycerin, 10 mM Kaliumacetat, pH 6,4

2.17.2 Chemische Transformation von E. coli

Die Transformation kompetenter E. coli Zellen erfolgte nach Hanahan (1983) P21,

2.17.3 Elektroporation von P. putida

Die Elektroporation wurde mit Hilfe des MicroPulsers (BioRad, Miinchen) nach
Herstellerangaben in 2mm Elektroporationskiivetten (Biobudget) durchgefiihrt. Nach der
Elektroporation wurden die Zellen direkt in EM1-Medium (Abs. 2.9.2) aufgenommen, bei 30
°C fiir 3 h im Brut-Roller inkubiert und anschlieBend auf Selektivagar ausplattiert (30°C,
iiber Nacht).
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2.17.4 Ubertragung von Plasmid-DNA durch Konjugation

Pseudomonas kann unter milden Bedingungen durch die Methode des ,,biparentalen matings*
mittels Konjugation transformiert werden. Hierfiir wird ein Donorstamm, der einen Pilus
ausbilden kann, ein Rezipientenstamm und ein mobilisierbares Plasmid (mob+) benoétigt. E.
coli S17-1 wurde als Donorstamm verwendet und tragt die tra-Gene des RP4-Plasmids stabil

ins Genom integriert ['*¥

. Als Empfangerstamm (Rezipient) wurde P. putida KT2440
verwendet. Die Anzucht der Stimme erfolgte tiber Nacht in einer 5 ml LB-Medium (Abs.
2.9.2) unter Selektionsdruck bei 30°C (P. putida) und 37°C (E. coli). Am folgenden Tag
wurde die E. coli-Kultur in eine 10 ml-Hauptkultur mit einer Start-ODgo9 von 0,05 iiberimpft
und das Zellwachstum in der logarithmischen Phase bei einer ODgoo von ~ 0,5 gestoppt. Es
wurden 2 ml der beiden Kulturen pelletiert (5 min, 8000 rpm, RT) und das Pellet mit zweimal
mit je 1 ml 150 mM NaCl-Losung gewaschen und erneut zentrifugiert (5 min, 8000 rpm, RT).
Mit 1 ml LB-Medium wurde zundchst das eine, dann mit der erhaltenen Suspension das
andere Pellet resuspendiert und auf einen sterilen auf einer LB-Agarplatte liegenden
Nitrozellulosefilter gegeben. Nach 4-24h Inkubation bei der Wachstumstemperatur des
Rezipienten wurden die Zellen mit 1ml LB-Medium vom Filter gespiilt und in
unterschiedlichen Verdiinnungen (10° - 10%) auf Selektivagar ausplattiert. Dem Selektivagar
wurde zur Kontraselektion des E. coli Stammes das Antibiotikum Irgasan in einer

Konzentration von 25 pg/ml zugesetzt.

2.18 Blau-WeiB}-Selektion iiber a-Komplementation in E. coli

Die Blau-WeiB-Selektion basiert auf der Unterscheidung der PB-Galaktosidase Aktivitdt in
Gegenwart des Substrats X-Gal und des Induktors IPTG. Dabei muss ein Wirtsbakterium
(z.B. E. coli DH5a) verwendet werden, das die o -Peptidregion der B -Galaktosidase
chromosomal-kodiert, sowie Vektoren (z.B. pUCI18, pBluescript) mit einer MCS in der
komplementierenden o -Peptidregion. Nach der Transformation von E. coli DH5a mit dem
Ligationsansatz wurden die Zellen auf selektivem Indikatormedium ausplattiert und iiber
Nacht bei 37°C inkubiert. Die Platten wurden fiir mehrere Stunden bei 4°C gelagert und
positive Klone durch eine weille Farbung identifiziert.

Indikatormedium: LB-Agar, (150 pg/mL Ampicillin), 165 pM IPTG, 6 mL X-Gal (2% (w/v)
in DMF)
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2.19 Konstruktion eines Threonin-Aldolase defizienten Stamms P. putida
durch Deletion

Fiir die Konstruktion eines Threonin-Aldolase defizienten Stamms P. putida durch Deletion
des aktiven Threonin-Aldolase-Gens PpTA in P. putida KT2440 standen einige Methoden zur
Verfiigung:

Zunichst wurde zur Erstellung der Insertions-/Deletionsmutante des Gens ppTA ein
Mutagenesevektor konstruiert, der auf dem mobilisierbaren Suizidvektor pSUP202 beruht.

Es wurden 500 bp Fragmente der flankierenden Regionen vor Anfang und Ende der 1045 bp
langen Gensequenz mittels PCR amplifiziert. Mit Hilfe der Oligonukleotide ,up’ und ,dw’
wurden an den Enden der amplifizierten Fragmente Erkennungssequenzen fiir die
Restriktionsendonukleasen Sa/l (up-fw, dw-rev), BamHI (up-rev, dw-fw) und HindIll
inseriert.

Alternativ wurde direkt in das PpTA-Gen {iiber eine Gen-interne Schnittstelle die Antibiotika-

Kassette QGm, die aus dem Vektor pBSL142 isoliert wurde, eingefiigt und das gesamte
Konstrukt in den Suizidvektor pSUP202 kloniert.
Eine dritte Methode basiert auf einem PCR-Schema via Overlap-Extension-PCR. Hier wurden

die sowohl die 500 bp Fragmente der flankierenden Regionen vor Anfang und Ende der 1045

bp langen Gensequenz (up500, dw500), als auch die Antibiotika-Kassette QGm , mittels PCR
amplifiziert und {iber die Primer homologe Bereiche zwischen den drei Fragmenten eingefligt.

Uner diese Homologien sollte in einer weiteren PCR alle drei Fragmente zu einem PCR-

Produkt up500- QGmr-dWSOO zusammengefligt werden, das im anschlieBenden in den

pSUP202 kloniert werden sollte.

Der resultierende Mutagenesevektor sollte im Weiteren als pSUPAtaPp (QGmr in pSUP202)
bezeichnet werden. Nach der Transformation des E. coli-Stamm DHS50 mit dem
Mutagenesevektor sollte dieser durch den tri-parentalen konjugativen Transfer in P. putida
KT2440 tberfiihrt werden. Die Transkonjuganden, die auf Selektivagarplatten mit den
Antibiotika Gm', Tc' wachsen konnen, enthalten den durch homologe Rekombination ins
Genom integrierten Mutagenesevektor, da dieser als pSUP202-Derivat in P. putida nicht
replizieren konnte.

Durch ein weiteres Rekombinationsereignis soll der Vektoranteil aus dem Genom wieder
verloren gehen und {iber die homologen flankierenden Bereiche die Gentamycinkassette

inseriert und das intakte pp7TA4-Gen deletiert werden.
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2.20 Proteinexpression und Probenaufbereitung

2.20.1 Expression

E. coli BL21 (DE3) und P. putida KT2440 wurden jedes Mal neu mit Plasmid-DNA
transformiert, auf selektivem Agar vereinzelt und direkt zur Expression verwendet.

Eine 25 mL Vorkultur wurde in selektivem Medium in einem 250 mL Erlenmeyer-kolben mit
Schikanen mit einer Einzelkolonie beimpft und unter Schiitteln iiber Nacht (UN) kultiviert.
Am Folgetag wurde eine 1 L Hauptkultur mit einer ODgo9 von 0,05 in einem 5 L
Erlenmeyerkolben mit Schikanen mit der VK vom Vortag angeimpft und bis zu einer ODggo
von 0,5 bis max. 0,8 angezogen. AnschlieBend wurde die Kultur mit 1 mM IPTG bzw.

induziert und weitere 4 h kultiviert.

2.20.11 Co-Expression mit Chaperonen zur Verbesserung der Loslichkeit

Die RR-ADH aus Rhodococcus ruber, die fir den Nachweis von Benzaldehyd im
gekoppelten Photometertest zur Bestimmung der Threonin-Aldolase-Aktivitit eingesetzt
werden kann, wurde zur Verbesserung der Loslichkeit und damit der Aktivitit durch den
Einsatz von Chaperonen versucht zu optimieren. Hierzu wurde zunichst das Gen fiir die RR-
ADH in den Vektor pET21 ligiert, der Ligationsansatz in E.coli DH5a transformiert und im
Folgenden das Plasmid RR-ADH-pET21a isoliert.

Fiir die Co-Expression mit dem Chaperon pGro7 (Takara-Chaperon Tool-Box) wurden je 3 pl
des Vektors RR-ADH-pET21a und des Chaperons pGro7 in E.coli BL21 (DE3) transformiert
und iiberexprimiert. Die Expressionsdauer betrug 18-22 h bei 25°C. Anschlieend wurden die
Zellen mittels Zentrifugation (8000 rpm, 4°C fiir 20 min) geerntet und iiber die French Press

aufgeschlossen.

2.20.2 Zellaufschluss

Zellen wurden in groBerem Malstab (> 10 ml) iiber die French Press und in kleineren

Volumina iiber Glasperlen an der Schwingmiihle (Retsch) aufgeschlossen.
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2.20.2.1 French Press

Fiir einen Zellaufschluss iiber die French-Press wurden die Zellen als 15-25% ige Losung in
Kaliumphosphat-Puffer (KPi, 50 mM, pH 8.0) resuspendiert. Nach drei Durchldaufen an der
French Press bei einem Druck von 1500 bar wurde fiir 30 Minuten bei 14.000 rpm und 4°C

zentrifugiert und der zellfreie Rohextrakt als klarer Uberstand erhalten.

2.20.2.2 Schwingmiihle

1,2 g Glasperlen (0,3 — 0,5 pum) wurden in Eppendorfgefilen (EPGs) eingewogen und 800 pl
Zellsuspension (25% ig in KPi-Puffer, 50 mM, pH 8.0) auf die Glasperlen gegeben.
AnschlieBend wurden die EPGs in Einsédtzen in der Schwingmiihle eingespannt und bei
maximaler Einstellung in drei Durchldufen zu je 5 min aufgeschlossen. Zwischen den
Durchldufen wurden die Proben je 5 min auf Eis gekiihlt. Durch anschlieBende Zentrifugation

erhilt man den zellfreien Rohextrakt als klaren Uberstand

2.20.3 Fraktionierung von E. coli-Zellen

Die Zelltriimmer, die die erste Fraktion darstellen, wurden durch eine Zentrifugation fiir 2 min
bei 3.000 rpm (4°C) aus dem GZE entfernt. Zur weiteren Aufteilung des GZE in 16sliche
(Fraktion 3) und membrangebundene Proteine (Fraktion 2) wurde fiir weitere 30 min bei
14.000 rpm (4°C) zentrifugiert. Die hierbei sedimentierten Proteine (,,inclusion bodies*)
wurden direkt in 1 Vol. SDS-Probenpuffer oder Zellaufschlusspuffer aufgenommen, wihrend
die im Uberstand lokalisierten 18slichen Proteine direkt in Enzymtests eingesetzt oder mit %2
Vol. SDS-Probenpuffer versetzt und mittels SDS-PAGE analysiert wurden. Die Lagerung der
Proteinproben erfolgte bei -20°C.

2.20.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden nach der Methode von BRADFORD spektralphotometrisch
bestimmt. Als Referenzsubstanz diente Rinderserumalbumin (BSA), mit dem eine Eichgerade
angelegt wurde. Hierzu wurde die Absorption bei einer BSA Verdiinnung von 0,02 bis 0,1
mg/ml gemessen und grafisch gegen einander aufgetragen. Es wurden 100 pl Verdiinnung mit
900 pl Bradford Reagenz versetzt, 10 Minuten bei RT inkubiert und anschlieBend die

Absorption bei 595 nm gemessen. Fiir die Ermittlung der Proteinkonzentration eines Enzyms
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wurde eine Verdiinnungsreihe angelegt, um die optimale Verdiinnung zu bestimmen, die
innerhalb des linearen Wertebereichs der Eichgeraden liegt.

Proteine in Losung sind in der Lage aufgrund der aromatischen Aminosduren ultraviolettes
Licht einer Wellenldinge von 280 nm zu absorbieren. Alternativ wurde daher iiber die
Messung der Absorption bei 280 nm und die Extinktionskoeffizienten aromatischer
Aminosduren (Tyrosin und Tryptophan) die Proteinkonzentration liber das Lambert-Beersche
Gesetz berechnet. Diese Methode wurde bei frisch aufgereinigten Enzym-Préparaten

angewandt.

2.20.5 Aufarbeitung des Zellpellets fiir SDS-PAGE Analysen

Vor der elektrophoretischen Trennung wurden die Proteinproben in SDS-Probenpuffer (50
mM Tris/HCI, pH 6,8; 4 % (w/v) SDS; 10 % (v/v) Glycerol; 2 % (v/v) B-Mercaptoethanol;
0,03 % (w/v) Bromphenol-Blau R-250) 10 min bei 95°C aufgekocht (100 pl Probe mit 25 pl
Probenpuffer). Typischerweise wurden 10 pL Probe tiber SDS-PAGE analysiert. Zuvor wurde
entweder die Proteinkonzentration bestimmt und zu vergleichende Proben nach gleichem
Proteingehalt (15 pg) aufgetragen oder auf die gleiche ODgoo verdiinnt und nach gleichem

Volumen aufgetragen.

2.20.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in Gegenwart von
SDS in einem diskontinuierlichen Gelsystem, welches sich aus einem 5 %igen Sammelgel
und aus einem 14 %igen Trenngel zusammensetzte. Die Proben wurden bei einer Spannung
von 100 V ins Sammelgel einlaufen gelassen, anschlieBend wurde das Gel bei erhohter
Spannung (180 V - 200 V) weiter laufen gelassen. Die Entwicklung des Gels erfolgte in
Coomassie-Féarbelosung auf Ethanolbasis fiir 1-2h und anschlieBende Entfirbung in

Essigsdure/Ethanol-Entféarber tiber Nacht.
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2.21 Biochemische Methoden/ Analytische Methoden

2.21.1 Bestimmung der Threonin-Aldolase-Aktivitit durch einen gekoppelten

Photometertest

Es wurde ein gekoppelter photometrischer Enzymtest mit L-Threonin als Substrat
durchgefiihrt unter Verwendung eines Hilfsenzyms, der ADH aus Bécker-Hefe, die den
freigesetzten Aldehyd quantitativ nachweist (Abb. 19). Die Aktivitdt der Threonin-Aldolase
kann durch Messung der Abnahme des Cofaktors NADH in der ADH-Reaktion bei 340 nm

81 Durch einen Uberschuss an ADH wurde gewihrleistet, dass die

indirekt bestimmt werden
Aktivitidt der Aldolase limitierend und somit die Abnahme der NADH-Konzentration direkt
proportional zu dieser war. Die Messung erfolgte bei 30 °C, wobei der Ansatz (720 ul
Millipore, 100 ul HEPES 1 M, pH 8, L-Threonin-Lsg. 100 mM, NADH 12,5 mM, PLP 2,5
mM, Manganchlorid, Hefe-ADH 3 U) 5 min vorinkubiert wurde. Der Test wurde durch

Zugabe der ADH (10 pl) gestartet und die Anderung der Extinktion iiber 90 s verfolgt.

OH © 0 QO ADH aus OH
LTA )J\ 5. cerevisige /1\
oH — = H 7 OH H
hH2 NH 2
MADH +H* MADT

Abb. 19: Gekoppelter Photometertest mit Threonin als Substrat zur Bestimmung der Threonin-Aldolase-
Aktivitdt nach Kimura et al. P*.

2.21.2 Bestimmung der pH-Abhéngigkeit der Threonin-Aldolase-Reaktion

Mit dem indirekten Photometertest zur Bestimmung der TA-Aktivitdt (Abs. 2.21.1) wurde das
pH-Optimum der Tryptophan87-Mutante bestimmt. Die Aktivitdt wurde zwischen pH 4 und
pH 11 bestimmt. Hierfiir wurden verschiedene Puffer, die entweder fiir den sauren (Citrat-
Puffer), neutralen (Phosphat-Puffer) oder basischen pH-Bereich (TRIS-Puffer) am besten
geeignet waren, verwendet. Die Abnahme der Substratkonzentration wurde innerhalb einer
Messzeit von 90 s verfolgt und die Abhédngigkeit der Aktivitit vom pH-Wert graphisch
dargestellt.
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2.21.3 Bestimmung des Temperaturoptimums der Threonin-Aldolase-Reaktion

Zur Bestimmung des Temperaturoptimums der Threonin-Aldolase-Reaktion wurde der
indirekte Photometertest verwendet (Abs. 2.21.1). Der Reaktionsansatz wurde hierfiir ohne
Enzym-Rohextrakt, Cofaktor NADH und Hilfsenzym ADH 5 Minuten bei der jeweiligen
Temperatur vorinkubiert. AnschlieBend wurde durch Zugabe des zuvor gereinigten Enzyms,
des Cofaktors NADH und zuletztder ADH die Messung gestartet.

Die Abnahme der Substratkonzentration wurde innerhalb einer Messzeit von 90 s verfolgt und

die Abhingigkeit der Aktivitit von der Temperatur graphisch dargestellt.

2.21.4 Bestimmung der kinetischen Konstanten
Fiir die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante K wurde die Anfangsgeschwindigkeit

der Spaltung von L-Threonin zu Acetaldehyd durch die Threonin-Aldolase gegen die L-
Threonin-Konzentration aufgetragen. Die Anfangsgeschwindigkeiten wurden mit dem
gekoppelten Photometertest (Abs. 2.21.1) bestimmt.

Die Auswertung nach Michaelis-Menten erfolgte mit Hilfe des Programms Origin 7G; so
lieBen sich sowohl die maximale Reaktionsgeschwindigkeit Vimax, als auch die Michaelis-

Menten-Konstante K, bestimmen.

2.21.5 Umsetzung und Derivatisierung zur Analyse mittels NMR und HPLC

Zu 1 mmol Glycin, 0,1 mmol Benzaldehyd und PLP (50 puM) wurde 250 pl Rohextrakt
gegeben und die Mischung 5h bei RT unter Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde der pH-
Wert basisch gestellt (180 pl 5 M NaOH) und 1,5 Aquivalente (0,15 mmol) Benzoylchlorid
zugegeben. Wihrend der Reaktionszeit wurde der pH mehrmals {iberpriift und gegebenenfalls
mit NaOH nachkorrigiert. Nach 2 h wurde pH 1 mittels verdiinnter HCl eingestellt und
fiinfmal mit je 1 ml Ethylacetat extrahiert. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer
entfernt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Der Umsatz und das
Diastereomerenverhiltnis wurden mittels 'H-NMR bestimmt, der ee-Wert mittels chiraler
HPLC. Der Umsatz kann durch das Verhiltnis an derivatisiertem Phenylserin zu Glycin

bestimmt werden.
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1.2 Ag
OH O 0 PW)kCI OH O

OH +

a i
oH

pH 12 R+ rJLoH
MH MHz Hr .. Ph Ph. _MH

Abb. 20: Derivatisierung von Phenylserin mit Benzoylchlorid.

2.21.6 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die Kernresonanzspektren wurden an den Gerdten JEOL JNM GX 400, JEOL JNM EX 400
oder Bruker Avance 300 oder 400 NMR-Spektrometer gemessen. Falls nicht angegeben
wurden alle Messungen bei RT durchgefiihrt. Die chemische Verschiebung ist in o-Werten
(ppm) angegeben. Fiir die Signalmultiplizititen werden im 'H-NMR Spektrum folgende
Abkiirzungen verwendet: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, ¢ = Quartitt, m = Multiplett,

b = verbreitert. Die erhaltenen Daten wurden mit der Software Delta bearbeitet.

2.21.7 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

100 pl Enzym (Rohextrakt) wurden in 1ml Batch-Ansétzen (Kaliumphosphatpuffer 50 mM,
pH 7, 2,5 mM MgSQy4, 20 % DMSO) zusammen mit den entsprechenden Aldehyden (5 — 500
mM) bis zu 96 h bei 30 °C und 300 rpm auf einem Thermoschiittler (Eppendorf) inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Extraktion der Ansdtze mit der doppelten Menge an
Essigsdureethylester (EE) gestoppt. Die Konzentration der Produkte und deren ee-Wert
wurden mittels chiraler HPLC bestimmt (Chiracel OD-H, Daicel, Arbeitskreis Prof. Groger in
Erlangen). Die Spektren wurden mit einem LC-Net II/ADC Gerdt und Pumpen (PU-1587
Intelligent Prep. Pump und PU 987 Intelligent Prep. Pump) der Firma JASCO oder mit einem
Gerat CBM-10A und Pumpe (LC-10AT Liquid Chromatograph) der Firma Shimadzu
aufgenommen. Als Sdulen wurden die Daicel ChiralpakR AD-H bzw. Daicel ChiralcelR OJ-H
Sdule verwendet. Als Laufmittel diente Hexan/ Isopropanol (90:10), die Flussrate betrug 0,5

ml/min, die Temperatur lag bei 40 °C.
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2.21.8 Umsetzungen zur gaschromatographischen Analyse

Bei den GC-Analysen wurde sowohl das Substrat Benzaldehyd, als auch der
korrespondierende Benzylalkohol, nachgewiesen und quantifiziert. Vor den eigentlichen
Messungen wurden die reinen Substrate als Referenzen gemessen, um die genaue
Retentionszeit zu ermitteln. Die Umsetzungen erfolgten in der Threonin-Aldolase-
Spaltreaktion, ausgehend von Phenylserin, welches 10 mM in KPi-Puffer (50 mM, pH 7,5)
gelost wurde und mit 100 pl Rohextrakt Sh bei RT inkubiert wurde. Zur Extraktion des
gebildeten Produktes wurden 200 pl der Ansdtze in ein neues Gefa3 (ER) iiberfiihrt, 400 pl
Essigsdureethylester zugegeben und 1 min sorgfiltig durchmischt (Vortex). AnschlieBend
wurden die Phasen durch Zentrifugation getrennt (5 min, 14000 rpm, RT). 150 pl der oberen,
organischen Phase wurden abgenommen, in ein GC-Gefdl iberfiihrt und

gaschromatographisch analysiert.

2.21.9 Gaschromatographie

Die gaschromatographischen Untersuchungen an stationérer chiraler Phase wurden mit einem
Gaschromatographen (GC-17A) der Firma Shimadzu unter Verwendung der chiralen Séule
CP-Chirasil-DEX CB (Chrompack, 25 m x 0,25 mm ID) durchgefiihrt. Als Trégergas wurde
Helium (1,3 ml/min) verwendet. Zur Analyse wurde, wenn nicht anders angegeben, 150 pl
der Proben-Losung eingespritzt. Die Messungen liefen iiber 36 min bei folgendem

Temperaturprogramm ab:

Starttemperatur 60°C, 5 min halten
Anschliefend 5°C pro Minute heizen bis 195°C
Bei 195°C 5 min halten

Nachdem bekannt war, dass das gewiinschte Produkt Benzaldehyd relativ am Anfang des
bisherigen Temperaturprogramms im Spektrum bei ca. 5,9 min zu sehen war, wurde das
Programm angepasst indem es dementsprechend gekiirzt wurde, um in der gleichen Zeit mehr

Messungen laufen zu lassen.
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2.2.1.10 Fehlerbetrachtung zur Analytik

Einige NMR Spektren lieen sich entweder durch hohes Hintergrundrauschen oder durch
unzureichend hohe Maxima schlecht, bzw. gar nicht integrieren. Aus diesem Grund konnte
fiir einige enzymatsiche Umsetzungen die Diastereoselektivitdt nicht konkret in Werten
angegeben werden und meist nur eine Schitzung bzw. Tendenz fiir die
Diastereomerenverhéltnisse (d.r.-Werte) gemacht werden. Desweiteren zeigten viele Spektren
direkt, dass sowohl threo als auch erythro Produkt nahezu gleichermafen entstanden sind und
dien d.r.-Werte in der Nihe eines racemischen Gemisches lagen. In diesem Fall wiren die
Werte keine signifikante Verbesserung zur Referenz gewesen und wurden als nicht relevant
betrachtet. Als signifikant sollten d.r.-Werte von mindestens 20% Verbesserung zum
Referenzenzym betrachtet und mit konkreten Werten angegeben werden. Deshalb ist im
Ergebnisteil und in der Diskussion zum Teil nur eine Aussage dariiber gemacht worden, ob
ein Enzym eher als threo- oder erythro- spezifisch klassifiziert werden kann, bzw. es sich um

ein nicht selektives Enzym handelt, dass zur Bildung eines Racemats fiihrt.

2.22 Chromatographische Reinigung der Threonin-Aldolasen

Die Reinigung der Proteine erfolgte nach der Expression des korrespondierenden Gens in dem
Vektors pET28a im heterologen Wirt E. coli BL21(DE3) als N-terminale Hexa-Histidin-
Fusionsproteine mittels immobilisierter Metall-Affinitdtschromatographie (IMAC) nach
Porath et al. (1975) "®1. Nach der Expression im 1 1 -MaBstab wurden die Zellen durch
Zentrifugation geerntet (5000 rpm, 20 min, 4 °C) und das Pellet in KPi-Puffer (50 mM, pH 8)
resuspendiert, so dass eine 25% ige (w/v) Zellsuspension entstand. Die Zellen wurden an der
French Press aufgeschlossen und die unloslichen Komponenten durch Zentrifugation (16.000

rpm, 30 min, 4°C) abgetrennt. Der als Uberstand erhaltene zellfreie Rohextrakt wurde

2+
anschlielend {iber eine mit mindestens 5 Sdulenvolumen equilibrierte ,,Ni -NTA superflow*-

Sédule (40 ml Séulenvolumen, Qiagen, Hilden) mit einer Flufrate von 2-4 ml/min aufgereinigt.
Die Sédule wurde mit Wasch-Puffer (50 mM KPi pH 6, 2,5 mM MgSO4, 0,5 mM ThDP, 20
mM Imidazol) gewaschen bis die Extinktion bei 280 nm konstant blieb und anschlieBend mit
Elutions-Puffer (50 mM KPi pH 6, 2,5 mM MgSOy4, 0,5 mM ThDP, 250 mM Imidazol) bei
einer Flussrate von 4 ml/min von 0 - 100% Imidazolkonzentrazion eluiert. Die einzelnen
Fraktionen des Elutions-Maxima wurden anschlieend iiber ein SDS-Gel (14 %iges Trenngel)

analysiert und photometrisch auf TA-Aktivitdt untersucht (s. Abs. 1.19.1).

Seite 72



MATERIAL UND METHODEN

Das Aufkonzentrieren, Entsalzen und Umpuffern der Proteinlésungen erfolgte in Centricons
mit einer Membran -Ausschlussgrenze von 10 kDa. Durch Umpuffern wurde der Imidazol-
Puffer (250 mM Imidazol) durch Kaliumphosphat-Puffer (Kpi, 50 mM, pH 8.0) ersetzt, indem
zweimal mit KPi aufgefiillt und zentrifugiert wurde. Die gereinigten Proteine wurden sofort

frisch verwendet oder fiir einige Tage bei 4°C gelagert.

2.23 Kristallisierung der Threonin-Aldolase aus E. coli (LTAE)

Die Kristallisierungs-Ansitze erfolgten durch die Arbeitsgruppe fiir Strukturbiochemie und
biophysikalische Chemie von PD Dr. Karsten Niefind an der Universitdt zu Koln; es wurde
frisch aufgereinigtes und aufkonzentriertes Enzymprdparat von mindestens 10 mg/ml
eingesetzt.
Direkt vor der Kristallisation wurde die LTAE in 10 mM TEA, pH 7.0 {iber eine Superdex
200 10/300 GL Séaule (GE Healthcare) gelfiltriert und dazu eine Flussrate von 0.5 ml/min
angelegt. Das Enzym sollte in einem Ansatz als Apoenzym (mit Cofaktor PLP) und in einem
weiteren Ansatz unter Zugabe des Substrats Glycin cokristallisiert werden.
Dem Protein (0.27 mM) wurde fiir diese Ansdtze 0.28 mM PLP (also etwa equimolar) und fiir
den Ansatz mit Substrat 10 mM Glycin (im Uberschuss) zugesetzt und anschlieBend fiir 30
min auf Eis inkubiert. Direkt vor dem Pipettieren der Anséitze wurden die Proben 20 Minuten
bei 4°C und 4500 rpm zentrifugiert, um unerwiinschte Proteinaggregate abzutrennen.
Die Kristallisierung erfolgte in “Intalli-Plates (96 well)” der Firma Art Robbins (Sunnyvale,
USA) unter Nutzung des Pipettierautomaten “Hydra II” der Firma Matrix (Wehrheim) mit je
500 nl unterschiedlicher Féllungsmittellosungen aus kommerziell erwerblichen
Kristallisationsscreens pro Well. AnschlieBend wurde mit dem “eDrop”-System (Matrix,
Wehrheim) 500 nl Proteinlosung zu der Fillungsmittellosung hinzupipettiert, der Tropfen
hatte also ein Gesamtvolumen von 1 pl. Die Intelli-Plates besitzen zwei Tropfen pro Well, so
dass in einem immer Fallungsmittel mit Protein und Glycin, in dem anderen Fallungsmittel
mit Protein ohne Glycin gemischt wurde. Die Tropfen sind liber einem Reservoir von 70 pl
Volumen der reinen Fallungsmittellosung angebracht, die Kristallisation erfolgte nach dem
Dampfdiffusionprinzip im so genannten ,.hdngenden Tropfen®. Die Platten wurden dann mit
Folie abgedeckt, so dass die Tropfen immer nur mit dem dazugehorigen Reservoir iiber die
Gasphase in Kontakt stehen. Danach wurde fiir eine Minute bei 3000 rpm zentrifugiert, um
eine moglichst homogene Durchmischung der Tropfen zu erreichen. Die Ansdtze wurden bei
20°C gelagert und regelméBig liber ein Leica (Wetzlar) S§AP0-Mikroskop kontrolliert.
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Kristallines Material wurde dann zundchst an einem ,,PX Scanner* der Firma Oxford
Diffraction (Oxford, UK) mit Rontgenstrahlen beschossen, um Salzkristalle von
Proteinkristallen zu unterscheiden und um einen Eindruck von den Beugungseigenschaften
der Kristalle zu bekommen. Der PX Scanner erlaubt, einzelne Diffraktionsbilder eines
Kristalles aufzunehmen, ohne dass man den Kristall zuvor aus der Kristallisationsplatte
entnehmen muss. Die Nachteile sind, dass massiv viel Rontgenlicht von der Platte und dem
Tropfen gestreut wird und, dass man den Kristall im Rontgenstrahl nicht voll um eine Achse

drehen kann (ein zwingendes Kriterium, um die Struktur des Proteins zu 16sen).

Optimierung

Ausgehend von den Ergebnissen der ersten breitgefacherten Kristallisationsansitze koénnen
die Kiristallisationsbedingungen anschlieBend durch Variationen einzelner Parameter noch
optimiert werden. Initiale Treffer wurden hierzu auf 24-well “Cryschem Plates” der Firma
Hampton Research (Aliso Viejo, USA) optimiert. Dazu wurden je nach
Kristallisationsbedingung die unterschiedlichen Parameter (pH, Féallungsmittelkonzentration,
Additiv-Konzentration) systematisch verdndert (s. Ergebnis-Teil).

Die konkreten Bedingungen zur Kristallisation eines bestimmten Proteins lassen sich nicht
vorhersagen und miissen daher empirisch ermittelt werden. FEine Abschitzung der
wahrscheinlichsten Faktoren und eine Untersuchung der Kristallisationsbedingungen, die
bereits bei verwandten Proteinen gefunden wurden (Datenbankrecherche), konnen hierbei
behilflich sein. In diesem Fall wurden die Kristallisationsbedingungen der bisher einzigen
Veroffentlichung einer kristallinen Threonin-Aldolase aus dem Organismus Thermotoga

marimita als Vergleich verwendet. Aullerdem wurde iiber die Seite www.phyre.com ein

Homologie-Model (pdb file) fiir die TA aus E. coli modelliert und als Strukturvorschlag

genutzt.

Cryoprotokoll

Um die Kristalle spéter bei einer Temperatur von 100 K vermessen zu kdnnen, mussten sie
zuvor in eine Cryoldsung iiberfiihrt werden. Kiihlt man diese Cryoldsung und den darin
enthaltenen Proteinkristall, dann entstehen keine Eiskristalle (die das Diffraktionsbild durch
ungeordnete Rontgenreflexe und das Protein-Kristallgitter stdren), sondern vitrifiziertes Eis,
eine amorphe, glasartige Form von Wasser, deren Dichte in etwa der von fliissigem Wasser
entspricht. So bleibt der Kristall unbeschadet und es kommt zu keinen unnétigen

Rontgenreflexen durch kristallines Wasser.
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Die optimierten Kristalle wurden mit Nylon-Schlaufen der Firma Hampton Research
,»gefischt™ und in einen extra Tropfen mit Cryoldsung iiberfiihrt. In dieser Losung wurden die
Kristalle mehrere Minuten inkubiert, dann wieder mit einer Nylon-Schlaufe gefischt und in

fliissigen Stickstoff {iberfiihrt.

Messung

Die eigentliche Messung der Kristalle erfolgte an der Beamline MX14.1 am BESSY in Berlin.
Die Wellenlinge des Rontgenlichts war dabei 0.91841 A. Der Detektor war ein Rayonics
MX-225 3x3 CCD-Detektor.

Kristallisationsscreens:

1. Crystal Screen 1 + Crystal Screen 2 der Firma Hampton Research (Aliso Viejo, USA), 96
Bedingungen

2. Classic Screen 1-10 der Firma Jena Bioscience (Jena), 240 Bedingungen

3. JCSG Core Suite 1-4 der Firma Qiagen (Hilden), 384 Bedingungen

4. JCSG + Suite der Firma Qiagen (Hilden), 96 Bedingungen

5. Grid Screen MPD der Firma Hampton Research (Aliso Viejo, USA), 24 Bedingungen

6. Grid Screen PEG/LiCl der Firma Hampton Research (Aliso Viejo, USA), 24 Bedingungen
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3. Ergebnisse

3.1 Vorversuche

3.1.1 Screening-Methode und Analytik

Zur Identifizierung neuer, aktiver Enzyme mit Threonin-Aldolase-Aktivitdt wurde zundchst
eine geeignete Screening-Methode benotigt, die direkten Aufschluss iiber das Vorhandensein
eines intakten TA-Gens gibt.

Zunichst wurde das Screening von der Aldolase-Spaltreaktion, der Retro-Aldolreaktion, aus
betrachtet und ausgehend von D,L-threo-Phenylserin als Substrat der Threonin-Aldolase die
Spaltung in die Komponenten Glycin und Benzaldehyd analysiert. Phenylserin bietet sich als
zu untersuchendes Substrat an, da es bereits gut getestet ist fiir die Reaktion (Fesko ez al.) 1*¥,
(Misono et al.) **! und auBerdem auch kommerziell verfiigbar ist (Acros und Sigma-Aldrich).
Das Spaltprodukt der Aldolase-Reaktion Benzaldehyd ist wiederum einfach mittels
Gaschromatographie nachzuweisen (Abb. 21 und 22). Somit folgte zunichst die Uberpriifung

aktiver Enzyme mittels Gaschromatographie, wobei hier nur eine Aussage {iiber das

Vorhandensein eines TA-Gens, jedoch nicht iiber die Selektivitit gemacht werden konnte.

OH O OH © . o 0
/J\ . : lhr.-Aldolase 1] N
= S + g
MH 2 N H? L
D L-threo-Phenylserin l
Analyse mittels Gaschromatographie

Abb. 21: 1. Screening-Runde ausgehend von der Retro-Aldolreaktion mit Phenylserin als Substrat. Der
Nachweis des freigesetzten Benzaldehyds erfolgt mittels gaschromatographischer Untersuchung.
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2] =]
@

: Benmaldebyd L
Abb. 22: GC-Referenz-Diagramm fiir Benzaldehyd.

Im Weiteren sollten die mittels GC analysierten aktiven Enzyme auch in Syntheserichtung,
der Bildung von Phenylserin in der Aldolreaktion, verifiziert werden. Der Nachweis von
Phenylserin ist gaschromatographisch nicht moglich, weshalb hier eine alternative Analytik
gewihlt werden musste, die die Uberpriifung chiraler Molekiile erlaubt. Zur Bestimmung der
Diastereoselektivititen und zur Unterscheidung der verschiedenen Diastereomere kann die
'H-NMR-Spektroskopie genutzt werden, zur Bestimmung der Enantioselektivitdt und
Unterscheidung der Enantiomere eines Gemischs von Isomeren kann die chirale HPLC-
Analytik genutzt werden.

Zur Messung der Proben mittels 'H-NMR-Spektroskopie wurden zwei Messvarianten
verwendet; Phenylserin konnte entweder als Hydrochlorid in D,0O als Losungsmittel oder als
an der Aminofunktion mit Benzoylchlorid derivatisierte Verbindung in Aceton als
Losungsmittel gemessen werden. Die Methode der Derivatisierung des gesamten NMR-
Ansatzes ist jedoch zur Umsatzbestimmung sicherer. Da die zur Umsetzung verwendeten
Enzym-Rohextrakte zur Lagerung meist in Glycerin aufbewahrt wurden und bei den
Messungen das Glycerin-Signal das Signal des Glycins iiberlagert, ist die Auswertung nicht
mehr moglich ist. Durch Derivatisierung werden stérende Glycerinreste vor der Messung
abgetrennt und nur derivatisiertes Produkt Phenylserin und Edukt Glycin sind im Spektrum zu
sehen.

In der Abbildung 23 ist das 'H-NMR-Spektrum eines threo-/erythro-Gemischs von

derivatisiertem Phenylserin als Referenz-Spektrum dargestellt. Die beiden Diastereomere
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lassen sich durch unterschiedliche Signale der beiden Wasserstoffe in f-Position voneinander
unterscheiden. Das Signal fiir das threo- B-H-Atom ist bei einer Verschiebung von ~ 5,5d
ppm, das erythro- B-H-Atom bei einer Verschiebung ~ 5,26d ppm zu erwarten. Das Signal der
Wasserstoffe in o -Position ist fiir die threo- und erythro-Verbindung im 'H-NMR-Spektrum
von derivatisiertem Phenylserin nicht voneinander zu unterscheiden und tritt als Multiplett bei
~ 5,0m ppm auf.

In Abb. 24 ist das 'H-NMR-Spektrum eines threo-/erythro-Gemischs von Phenylserin als
Hydrochlorid dargestellt. Hier sieht das Spektrum beziiglich der threo/erythro-H-Signale
anders aus. Sowohl die Signale der Wasserstoffe in B-Position, als auch die Signale der
Wasserstoffe in a -Position sind aufgespalten. Fiir das threo-Isomer liegt das Signal des B-H-
Atoms bei 4,24d ppm und das des o —H-Atoms bei 5,42d ppm, fiir das erythro-Isomer liegt
das Signal des f-H-Atoms bei 4,33d ppm und das des o —H-Atoms bei 5,39d ppm.

I X
Glycin —
HP o Ho
CO,H
HN I Ph
O
threo und
threo HP erythro HP , erythro H
\\_‘ // |
Y l v i
| I
...al/'t 3 M 2 LA/J{;E__ Wt wLL\L__JA_*__
\,jr\ I\ | | 4 4 4 48 4 44 a1 42 ’}|\ll 40 39

Abb. 23: "H-NMR-Spektrum eines threo-/ erythro-Gemischs von derivatisiertem Phenylserin.
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Phenylserin als Hydrochlorid
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Abb. 24: 'H-NMR-Spektrum eines threo-/ erythro-Gemischs von Phenylserin als Hydrochlorid.

Die Bestimmung des Umsatzes erfolgte durch Vergleich der Signale fiir Produkt und Edukt
im Spektrum, im Fall einer Derivatisierung wurde der Umsatz aus dem Verhéltnis von
derivatisiertem Phenylserin zu derivatisiertem Glycin bestimmt. Fiir die Umsatzbestimmung

war die voherige Derivatisierung notig.

3.1.2 Indirekter, gekoppelter Photometertest zur Bestimmung der TA-AKktivitiit

Zur Bestimmung der Enzymaktivititen der Threoninaldolasen wurde ein indirekter,
gekoppelter Photometertest nach Kimura et al. verwendet °*1. Der durch die TA-Reaktion
entstandene Aldehyd wird dabei durch Zugabe einer ADH unter Verbrauch des Cofaktors
NADH zum korrespondierenden Alkohol reduziert. Durch Messung der Extinktions-
Abnahme bei 340 nm, die spezifisch fiir NADH ist, kann die Enzymaktivitit der TA in U/ml
bestimmt werden. Die Messung der ADH-Reaktion sollte sehr schnell stattfinden, damit die
Reaktion der TA wund damit die Spaltung der -Hydroxy-o-aminosdure der

geschwindigkeitsbestimmende Schritt in diesem gekoppelten Test ist.
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Die Wahl des Hilfsenzyms, der ADH, ist abhingig von dem durch die TA-Reaktion
entstandenen Aldehyd. So kann bei Verwendung von Threonin als Substrat nicht dieselbe
ADH verwendet werden, wie bei Verwendung von Phenylserin als Substrat. Bei der Spaltung
von Threonin entsteht Acetaldehyd, der durch eine ADH aus der Bickerhefe zum Alkohol
reduziert werden kann. Bei der Spaltung von Phenylserin hingegen ensteht Benzaldehyd, den
die Béckerhefe-ADH nicht als Substrat akzeptiert und somit fiir diesen Test als Hilfsenzym
ungeeignet ist. Hier konnten alternativ zwei weitere ADHs verwendet werden, die ADH aus
der Pferdeleber (HL-ADH) und die ADH aus Rhodococcus ruber (RR-ADH).

Die HL-ADH war zu Beginn dieser Arbeit, im Gegensatz zur Béckerhefe-ADH (Sigma-
Aldrich) und RR-ADH, nicht verfiigbar. Somit wurde zunichst getestet, ob die RR-ADH fiir
Benzaldehyd als Substrat eine ausreichend hohe Spezifitit aufweist und somit gute
Aktivitdten messbar sind.

Der Aktivitdtstest mit Benzaldehyd als Substrat lieferte fiir die RR-ADH jedoch nur eine
geringe Aktivitit von 1,8 U/ml. AuBerdem wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford
durchgefiithrt und die spezifische Aktivitit der ADH ermittelt. Es ergab sich eine
Proteinkonzentration von 16,2 mg/ml und eine spezifische Aktivitét von lediglich 0.14 U/mg.
In weiteren Testreihen fiel die Aktivitdt in dem gekoppelten Test noch deutlich geringer aus.
Trotz der geringen Aktivitdtswerte fiir die Messung mit Benzaldehyd wurde das Enzym auch
im gekoppelten Photometertest zur Bestimmung der Threoninaldolase Aktivitit getestet.
Hierbei wurde der indirekte Photometertest fiir eine L-spezifische Threoninaldolase aus E.
coli (LTAE. s. Abschnitt 3.1.2) durchgefiihrt. Die Aktivitit war allerdings, wie erwartet, sehr
niedrig mit 0,3 U/ml.

Es wurde anschlieBend untersucht, ob die RR-ADH vermehrt in 16slicher oder in unloslicher
Form als ,,inclusion bodies* in der Zelle exprimiert wird. Da mehr als 50% der RR-ADH
unldslich vorliegen, wurde durch die Hilfe eines Chaperons, einem Faltungshelfer, versucht
die Loslichkeit und somit auch die Aktivitdt der RR-ADH zu optimieren.

Doch auch die Co-Expression mit dem Chaperon pGro7 (Takara-Chaperon) lieferte keine
signifikant verbesserte Aktivitdt fiir Benzaldehyd als Substrat mit 2 U/ml.

Aus diesem Grunde wurde zur Bestimmung der TA-Aktivitdten in allen folgenden Arbeiten
der gekoppelte Photometertest mit Threonin als Substrat unter Verwendung der Backerhefe-

ADH angewandt.
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3.1.2 Die Vergleichsenzyme

Seit Beginn der Arbeit standen zwei rekombinante Threonin-Aldolasen aus E. coli XL1 und
der Hefe Sacharomyces cerevisiae fiir alle anstehenden Arbeiten als Vergleichsenzyme zur
Verfiigung. Hierbei handelt es sich um L-spezifische Threonin-Aldolasen, die der Katergorie
der low specificity-TAs zugeordnet werden konnen, da es sich hierbei um keine hoch
diastereoselektiven Enzyme handelt. Die beiden Enzyme wurden auf ihre Aktivitit und den
d.r.-Wert analysiert und die TA aus E. coli wurde aullerdem aufgereinigt und anschliefend
kristallisiert (s. Abs. 3.6.2 und 3.6.3). Abb. 25 zeigt das SDS-Gel der beiden Threonin-
Aldolasen jeweils mit IPTG induziert und uninduziert. Beide Enzyme liegen in sehr gut
iiberexprimierter Form vor. Die E. coli TA hat ein Molekulargewicht von 35 kDa, die TA aus
S. cerevisiae liegt bei 40 kDa. Ausgehend von den bekannten Sequenzen der beiden Enzyme
konnte eine Datenbankrecherche nach neuen aktiven Enzymen im Rahmen dieser Arbeit
vorgenommen werden (s. Abs. 3.3.3). In den folgenden Abschnitten soll besonders auf die L-
spezifische low specificity-TA aus E. coli (LTAE) ndher eingegangen werden. Die LTAE
besitzt fiir die Spaltreaktion von L-Threonin eine volumetrische Aktivitit von 35 U/ml
(spezifische Aktivitdt 1,5 U/mg); sie katalysiert die Bildung von Phenylserin ausgehend von
Benzaldehyd und Glycin mit einem Diasteremerenverhéltnis von 54:46 (threo:erythro) unter
fast vollstindigem Umsatz von (91%) mit einem Enantiomerenverhiltnis von >99% ee fiir das
L-Isomer. Die TA aus der Hefe S. cerevisiae besitzt eine volumetrische Aktivitit von 25 U/ml

(spezifische Aktivitét 1,5 U/mg).

F. ™ 3 4
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Abb. 25: SDS-Gel der beiden rekombinanten Threonin-Aldolasen aus E. coli und S. cerevisiae. Probe 1 = E.
coli TA uninduziert, Probe 2 = E. coli TA induziert, M = 1 kb Ladder (Fermentas), Probe 3 = S. cerevisiae TA
uninduziert, Probe 4 = S. cerevisiae TA induziert.
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3.1.3 Prozessoptimierung der enzymatischen Aldolreaktion unter Verwendung der L-
TA aus E. coli (LTAE)

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Harald Groger der Universitit zu Niirnberg-
Erlangen wurde im Rahmen der Dissertation von Katrin Baer eine Prozessoptimierung der
enzymatischen Aldolreaktion unter Verwendung der L-Threonin-Aldolase aus E. coli und S.
cerevisiae durchgefiihrt. Hierbei sollte ein verbesserter Syntheseweg fiir die Herstellung von
B-Hydroxy-o-aminosduren unter Auswirkung auf die Diastereoselektivitit und den Umsatz
der Reaktion erarbeitet werden (K. Baer et al., Tetrahedron: Asymmetry 2011).

Aus der Literatur gehen hohe Enantioselektivititen mit >99% ee, aber meist nur
unzureichende Diastereoselektivititen mit d.r.-Werten in der GroBenordnung von 65:35
(threo:erythro) und fiir aromatische Aldehyde von 72:28 (threo:erythro) hervor ! *.

Im Rahmen der Prozessoptimierung wurden verschiedene Reaktionsparameter veréndert, wie
die Enzym- und Subtsratmenge, die Reaktionstemperatur und die Reaktionszeit. Aulerdem
wurden die Notwendigkeit des Glyciniiberschusses, die Zugabe von Additiven und die
Verwendung verschiedener substituierter Aldehyde analysiert.

Die Standard-Aldolreaktion unter Verwendung der Threonin-Aldolase fiir die Bildung von
Phenylserin aus Benzaldehyd und Glycin verlduft mit 100 mM Substrat unter 10-fachem
Uberschuss von Glycin. Nach dem aktuellen Stand der Literatur ist die Substratkonzentration
auf maximal 100 mM limitiert fiir eine erfolgreiche enzymatsiche Umstzung und Werte > 100
mM wiren eine Herausforderung fiir die technische Anwendung. in groBem Maf@stab.

Es konnte jedoch festgestellt werden, dass eine Erh6hung der Substratkonzentration von 0,1
M auf 0,25 M ohne Umsatzverluste und EinbuBlen der d.r.-Werte durchaus mdglich ist.

Die Notwendigkeit des Glyciniiberschusses wurde jedoch bestitigt.

Sehr gute Diastereomerenverhéltnisse wurden unter Verwendung von substituierten
Benzaldehyden erhalten. So fiihrte der Einsatz von ortho-Chlorbenzaldehyd bei der Synthese
der entsprechenden P -Hydroxy-oa-aminosdure unter Verwendung der L-TA aus E. coli zu
einem signifikant verbessertem d.r.-Wert von 80:20 (threo:erythro) unter fast vollstindigem
Umsatz von > 95%. Auch mit dem Enzym aus der Hefe S. cerevisiae konnte ein hoher d.r.-
Wert von 82:18 (threo:erythro) bei einem Umsatz von 92% erhalten werden.

Unter Verwendung dieses Substrates konnte eine erneute Prozessoptimierung auch mit einem
geringeren Uberschuss an Glycin (8 Aquivalente) die gleichen guten Ergebnisse erzielen.

Die Verringerung der Enzymmenge auf 30 U/mmol ging mit einer Erniedrigung des

Umsatzes einher, jedoch ohne Verluste der Diastereoselektivititen.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Prozessoptimierung eine enzymatische
Aldolreaktion unter Verwendung von 250 mM Substrat o-Chlorbenzaldehyd mit exzellentem
Umsatz von > 95% und einem deutlich verbessertem d.r.-Wert von bis zu 80:20
(threo:erythro) unter Verwendung der Threonin-Aldolase aus E. coli (TA aus S. cerevisia

92% Umsatz, d.r.-Wert 82:18 threo:erythro) zulésst.

3.2 Screening-Wege

3.2.1 Screening von Stammsammlungen

Durch Screening verschiedener Stammsammlungen sollte ein Zugang zu neuen Enzymen fiir
die Synthese chiraler B -Hydroxy-a-aminosiuren erhalten werden. Hierfiir wurden zunichst
ca. 200 verschiedene Stimme der hauseigenen IMET-Stammsammlung in jeweiligem
Vollmedium kultiviert und anschlieBend der zellfreie Rohextrakt isoliert, der zunéchst mittels
GC und anschlieBend fiir einige ausgewihlte Proben mittels NMR analysiert wurde.

Nach GC-Analyse zeigten 42 Staimme Threonin-Aldolase-Aktivitit fiir die Spaltung von
Phenylserin zu Benzaldehyd und Glycin, dies waren durchgehend verschiedene Stimme. Die
folgende Tabelle (Tab. 20) gibt eine Ubersicht {iber einige der Stimme aus der hauseigenen

IMET-Stammsammlung, die iiber ein Enzym mit Threonin-Aldolase-Aktivitdt verfiigen.

Tab. 20: Stimme aus der IMET-Stammsammlung, die in der Retro-Aldolreaktion mit Phenylserin-Aktivitat
zeigten.

Stammname DSM Nummer | IET-Nummer Klassifizierung
Ralstonia eutropha 428 187 Bakterium
Arthrobacter sp. 20413 155 Bakterium
Pichia haplophila 70365 367 Hefe

Pichia guilliermondii 6381 366 Hefe

Ralstonia eutropha 531 19 Bakterium
Microbacterium lacticum 20427 23 Bakterium
Rhodococcus rhodnii 43336 61 Bakterium
Rhodococcus rubber 43338 74 Bakterium
Rhodotorula glutinis 70398 75 Hefe
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Debaryomyces hansenii 70590 81 Hefe

Rhodococcus sp. NCIMB 10554 | 212 Bakterium
Rhodococcus erythropolis 43188 132 Bakterium
Escherichia coli 2607 192 Bakterium
Curtobacterium albidum 20512 353 Bakterium
Dactylosporangium fulvum 43917 389 Bakterium
Pichia anomala 70260 413 Hefe

Die Analyse mittels NMR und die d.r.-Wert-Bestimmung lieferten 11 Staimme aus der IMET-
Stammsammlung, die positiv beziiglich der Bildung von Phenylserin waren.

Es konnte dabei fiir acht Stimme gezeigt werden, dass hier Enzyme vorliegen, die eine
Priaferenz fiir die threo-Verbindung aufweisen, und drei Stimme, bei denen das erythro-
Produkt bevorzugt gebildet wurde.

Es wurden auBlerdem gezielt Mikroorganismen, die literaturbekannt iiber eine Threonin-
Aldolase verfligen, oder die eine Stammidentifizierung aus Bodenproben-Mikroorganismen
nach 16S-rRNA Analyse lieferte, getestet. Hier wurden Pseudomonaden, Sphingobakterien
und auch Arthrobacter untersucht, wobei nur die Arthrobacter hohe Aktivititen in der
Aldolaspaltung ausgehend von Phenylserin zeigten. Diese wurden anschliefend auch mittels
NMR in der Synthese-Reaktion analysiert, um die d.r.-Werte zu bestimmen. Die folgende
Tabelle (Tab. 19) gibt die Ergebnisse der NMR-Auswertung wieder. Man sieht, dass die
Umsitze sehr unterschiedlich sind von < 5% bis tiber 70%, aber die d.r.-Werte alle in
derselben GroBenordnung liegen. Alle getesteten Arthrobacter zeigten fiir die Aldolreaktion
von Phenylserin Priferenz fiir die Umsetzung der threo-Verbindung, jedoch nur in
vergleichbarer Hohe mit bereits literaturbekannten Enzymen. Der hochste d.r.-Wert wurde bei

Verwendung des Stammes Arthrobacter ardleyensis mit einem Verhéltnis threo:erythro von

70:30 erhalten (Tab. 21).
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Tab. 21: Ubersicht iiber die mit NMR gemessenen Umsetzungen der Arthrobacter-Enzym-Rohextrakte.

Arthrobacter Stamm IET-number | conversion dr
[%] (threo:erythro)

Arthrobacter nicotianeae 577 54 62:38
Arthrobacter chlorophenolicus 578 46 61:39
Arthrobacter ardleyensis 579 30 70:30
Arthrobacter methylotrophus 580 55 61:39
Arthrobacter agilis 581 <5 64:36
Arthrobacter atrocyneus 582 71 59:41
Arthrobacter ureafaciens 583 55 62:38
Arthrobacter sp. 584 45 60:40
Arthrobacter gangotriensis 585 60 60:40
Arthrobacter sulfonivorans 587 58 62:38
Arthrobacter protophormiae 589 61 62:38
Arthrobacter globiformis 590 61 60:40
Arthrobacter kerguelensis 591 73 62:38

Arthrobacter citreus 593 <5 n.b.
Arthrobacter nicotinovorans 594 71 60:40
Arthrobacter pascens 595 76 60:40

3.2.2 Anreicherung Phenylserin-abbauender Mikroorganismen aus Bodenproben

Verschiedene Bodenproben mit ihrer Vielfalt an Mikroorganismen wurden auf
Minimalmedium mit D,L-threo-Phenylserin als alleiniger C-Quelle kultiviert und so mit
diesem Substrat angereichert. So wurden gezielt nur Mikroorganismen kultiviert, die in der
Lage sind, Phenylserin in irgendeiner Weise zu verwerten, im Idealfall sollte dies durch eine
C-C-Spaltung in einer Retro-Aldolreaktion mit einer geeigneten Aldolase erfolgen. Zunichst
konnte jedoch nur eine Aussage liber den Phenylserin-Abbau gemacht werden. Es wurden
insgesamt 16 Bodenproben verschiedenster Art von unterschiedlichen Standorten fiir die
Anreicherung verwendet, in Wasser resuspendiert und der wissrige Uberstand direkt
ausplattiert. Nach einigen Tagen bis hin zu Wochen (fiir einige Bodenproben) waren die
meisten Platten mit einer Vielzahl von Kolonien verschiedener Farbe und Morphologie

bewachsen. Die Platten von Bodenprobe 3, 8 und 14 waren auch nach einigen Wochen nicht
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bewachsen. Es wurden von jeder bewachsenen Platte mehrere unterschiedliche Kolonien
durch dreimaligen Ausstrich vereinzelt und anschlieend in Cryo-Kulturen bei -80°C fiir die
folgenden Experimente konserviert. Von den Isolaten 1, 2, 9, 15 und 16 konnten auch nach
mehrfacher Fraktionierung keine Reinkulturen erhalten werden, es wurden immer wieder
Verunreinigungen von Platte zu Platte verschleppt. Auf diese Weise konnten 26 verschiedene
Isolate in Reinkulturen ausgehend von urspriinglich 16 Bodenproben erhalten werden.
Anschliefend wurden diese Isolate in Fliissigmedium mit Phenylserin als Kohlenstoff-Quelle
kultiviert, die Zellen wurden geerntet, aufgeschlossen und der zellfreie Rohextrakt fiir weitere
Analysen erhalten. Die folgende Tabelle (Tab. 22) gibt eine Ubersicht iiber die verwendeten
Bodenproben, ihre Herkunft und die daraus gewonnenen reinen Isolate, die in der Lage waren

Phenylserin zu verwerten.

Tab. 22: Ubersicht iiber die verwendeten Bodenproben, ihre Fundorte und die daraus erhaltenen Isolate.

Bodenprobe Herkunft gewonnene Isolate

B1 -

B2 Bodenproben -

B3 Industriegeldnde -

B4 B4a), b), ¢)

B5 B5a), b)

B6 B6a)

B7 Kompostproben B7a)

B8 -

B9 -

B10 Baustelle, erdiger Boden B10al), a2)

B10bl), b2)

B10c)

Bl11 Sandboden Bllal), a2), a3), a4)
B11bl),

Bllcl), c2)

B11d)

BI12 Bodenprobe erdig B12a),b)

B13 Bodeprobe sandig B13al), a2)
B13b)
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B13c)
B14 Bodenprobe sandig -
B15 Bodenproben lehmig -
B16 -

Abb. 26: Ubersicht verschiedener resuspendierter Bodenproben verschiedener Standorte.

Abb. 27: Ubersicht iiber die gewonnenen Rein-Isolate aus den Bodenproben. Isolat B11a) als intensiv gelb
gefirbte Kolonien, B13b) als blass-gelb gefdrbte Kolonien und Bllcl) als unpigmentierte Kolonien auf
Minimalagar mit Phenylserin als C-Quelle.

Die gewonnenen Bodenproben-Isolate wurden zunichst in der Retro-Aldolreaktion mit D,L-

threo-Phenylserin als Substrat analysiert und die Umsetzung nach 5h und nach 24h mittels

Gaschromatographie untersucht, um entstandenen Benzaldehyd nachzuweisen. Dieser ist

bereits in geringen Konzentrationen in der GC nach einer Retentionszeit von ~ 5.9 min

analysierbar (Referenzspektrum Abb. 22). In fast allen Féllen konnte Benzaldehyd in
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verschiedenen Konzentrationen gaschromatographisch nachgewiesen werden. Die Isolate, bei
denen die Umsetzung des Rohextraktes mit D,L-threo-Phenylserin zur Bildung von
Benzaldehyd fiihrte, verfiigen somit iiber ein Enzym mit Threonin-Aldolase-Aktivitét.
Entscheidend ist jedoch, welche Stereoselektivitit diese Enzyme aus den Bodenproben-
Isolaten in der Aldolreaktion fiir die Bildung von Phenylserin zeigen. Aus diesem Grunde
wurden die TA-aktiven Isolate mit Glycin und Benzaldehyd umgesetzt und die Bildung von
Phenylserin nach 71h und 5h mittels NMR analysiert. Hierzu mussten die Proben nach der
Umsetzung jedoch zunéchst mit Benzoylchlorid an der Aminogruppe derivatisiert werden, um
sie in Aceton als Losungsmittel zu messen. Diese Methode erwies sich als vorteilhafter zur
Signal-Identifizierung und Integration fiir die d.r.-Wert-Bestimmung. In ersten Versuchen
wurden die Proben als Hydrochlorid in D,O als Losungsmittel vermessen, doch der Peak des
D,O war von der Fliche so grof3, dass er die relevanten Peak der threo- und erythro-
Wasserstoffe weitesgehend verdeckte bzw. verschob. Durch vorherige Derivatisierung und
Verwendung von Aceton als Losungsmittel gibt es keine storenden Peaks mehr und eine
leichtere Auswertung der Spektren ist moglich.

Erste NMR-Versuche nach 5h und 71h Umsatzzeit zeigten, dass kiirzere Umsatzzeiten zu
hoheren d.r.-Werten zugunsten der threo-Verbindung fiihrten. Dies gibt Tabelle 23 am
Beispiel der ersten Messungen fiir drei verschiedene Isolate wieder. Die Abhidngigkeit des
d.r.-Wertes von der Umsatzzeit wird durch die Literatur belegt, da hohe d.r.-Werte nur unter

kinetischer Kontrolle der Reaktion erhalten werden koénnen %,

Tab. 23: Kinetische Untersuchung des Umsatzes und des d.r.-Wertes am NMR am Beispiel dreier Bodenproben-
Isolate.

Bodenproben Isolat Umsatz d.r.-

Wert
Umsatzzeit Sh

B10b) 5 37:63

Blla) 38 72:28

B13a) 10 65:35

Umsatzzeit 71h

B10b) 10 27:73

Blla) 51 62:38

B13a) 29 64:36
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Die Isolate mit denen die ersten Messungen durchgefiihrt wurden, enthielten zum Teil noch
Verunreinigungen, so dass fiir weitere aussagekriftigere Messungen zur Bestimmung der
Diastereomerenverhéltnisse und Umsétze die Isolate erneut aus der Kryo-Kultur angezogen
wurden, um sie von Verunreinigungen zu befreien. Tabelle 23 gibt somit lediglich eine

Aussage tiber die Verdnderung des d.r.-Wert unter kinetischer Kontrolle der Reaktion.

Weitere NMR-Messungen der sauberen Isolate lieferten zum Teil sehr hohe
Diastereoselektivitidten, wobei die besten Ergebnisse in der nichsten Tabelle (Tab. 24)

zusammengefasst sind.

Tab. 24: NMR-Analyse ausgewihlter Bodenproben Isolate.

Bodenproben-Isolate | Umsatz | d.r.-Wert, de-Wert
(threo:erythro)
B10a 1), B10c) 55 63:37
B10a 2) 22 60:40
B10bl) n.b. >90:10
B10b2) 10 28:72
Bl1a2) 10 68:32
Blla3) 51 >90 % threo
Blla4) 38 76:24
B11b1) 59 66:34
Bllcl) 49 69:31
Bl1c2) n.b. 95:5
Bl13a 1) 29 > 85% threo
B13a?2) 81 >90% threo
B13b) 6 >90% threo
B13c) 14 >95% threo

Die Umsidtze konnten nicht fiir alle Proben bestimmt werden und variierten fiir die
gemessenen Proben zwischen 10% und 81%, wobei 81% Umsatz fiir die enzymatische
Aldolreaktion ein sehr hoher Wert ist, der selten erreicht werden kann. Die d.r.-Werte liegen

bei fiinf [solaten liber 90% fiir die threo-Verbindung; diese sind somit hoch threo-spezifisch.
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Das Isolat B10b2) zeigt jedoch im Gegensatz zu allen anderen Isolaten erythro-Spezifitit und
nimmt damit eine Ausnahmerolle ein. Dies ist insofern verwunderlich, da alle Bodenproben
mit reiner threo-Verbindung im Minimalmedium angereichert wurden.

Fiir einige Proben wurde aulerdem an der chiralen HPLC der Enantiomereniiberschuss ( ee-
Wert) bestimmt. Alle gemessenen Proben waren hoch spezifisch fiir das L-Isomer, die

folgende Tabelle (Tab. 25) gibt dies exemplarisch fiir vier Isolate wieder.

Tab. 25: Enantiomereniiberschuss einiger Bodenproben-Isolate bestimmt mit chiraler HPLC.

Bodenproben- ee-Wert
Isolat (HPLCO)
B10b2) L 96%
Bll1a3) L >99%
Bl13a 1) L91%
B13a?2) L >99%

Hier nimmt wieder Bodenproben-Isolat B10b2) eine spezielle Rolle ein, da es zusitzlich zur
erythro-Spezifitit auch noch L-Spezifitdt aufweist, denn es ist bislang kein Enzym aus der
Literatur bekannt, das sowohl erythro- als auch L-spezifisch ist. Isolat B13al) ist ebenfalls zu
erwihnen, da es mit einem ee-Wert von 91% hinsichtlich der a-Position nicht hoch selektiv
ist und somit zu einem doch betrdchtlichem Anteil auch das D-Isomer erhalten wird. Aus der
Literatur geht jedoch hervor, dass Threonin-Aldolasen hinsichtlich ihrer Stereoselektivitit in
a-Position hoch selektiv sind 7 ** *.

Nach GC- und NMR-Analytik wurden drei Bodenproben mit den jeweils daraus erhaltenen
Isolaten, die die besten Aktivititen und Diastereoselektivititen zeigten, fiir alle folgenden
Arbeiten ausgewdhlt. Hierbei handelt es sich um die verschiedenen Isolate aus den

Bodenproben B10, B11 und B13.
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3.2.2.1 Kultivierung der Isolate auf Threonin als Kohlenstoff-Quelle

Durch Kultivierung aller aus der Anreicherung mit Phenylserin gewonnenen Bodenproben-
Isolate auf Threonin als Kohlenstoffquelle in Minimalmedium, sollte getestet werden, ob
unter Verwendung des natiirlichen Substrats der TA-Reaktion in lebenden Organismen,
dieselben Ergebnisse wie mit Phenylserin erhalten werden kdnnen. Alle Isolate lieBen sich
innerhalb weniger Tage auf Minimalagar mit Threonin als Kohlenstoff-Quelle kultivieren.
Die Zellen wurden geerntet, der zellfreie Rohextrakt isoliert und eine Umsetzung mit
Phenylserin als Substrat durchgefiihrt (5 h Umsetzung), die mittels GC analysiert wurde. In
allen Féllen konnte kein Benzaldehyd als Spaltprodukt der Aldolase-Reaktion ausgehend von
Phenylserin gaschromatographisch nachgewiesen werden. Dies ldsst darauf schlieBen, dass es
sich bei den gefundenen Enzymen aus den Bodenproben-Isolaten wahrscheinlich um
induzierbare Enzyme handelt, die erst durch Vorhandensein von Phenylserin als
Kohlenstoffquelle exprimiert werden.

Zur Uberpriifung dieser Annahme wurde auBerdem der gekoppelte Photometertest (Abs.
2.21.1) fir die Rohextrakte aus der Threonin-Kultivierung mit Threonin als Substrat
durchgefiihrt. Da die Isolate aus der Phenylserin-Anreicherung in der Lage waren auch auf
Threonin als alleiniger Kohlenstoffquelle zu wachsen, muss das Threonin verwertet, bzw.
abgebaut worden sein. Dies kann durch die Threonin-Aldolase in die Produkte Acetaldehyd
und Glycin erfolgen, jedoch gibt es noch weitere Moglichkeiten des Threonin-Abbaus in
lebenden Organismen. Die Aminosdure kann auBBerdem zu Propionyl-CoA umgesetzt werden,
das wiederum zu Succinyl-CoA umgewandelt wird und in den Citrat-Zyklus einflief3t.
AuBerdem kann Threonin durch die beiden Enzyme Threonin-Deaminase und Threonin-
Dehydrogenase umgesetzt werden (Abs. 1.3.1.1).

Durch den Photometertest sollte somit getestet werden, ob das zur Kultivierung als C-Quelle
verwendete Threonin durch eine Threonin-Aldolase gespalten wurde oder nicht. Wenn dies
der Fall wire, sollte man eine Aktivitdit durch den gekoppelten Photometertest unter
Verwendung von Threonin als Substrat messen konnen. Doch wire dieses Enzym nicht
identisch mit der aus der Phenylserin-Anreicherung erhaltenen Aldolase (Phenylserin-
Aldolase), da Phenylserin von ihr nicht als Substrat umgesetzt werden kann und sie somit
spezifisch fiir Threonin als Substrat wiére. Der Photometertest lieferte allerdings keine
Aktivitdt fiir die Umsetzung der Isolate aus der Threonin-Kultivierung. Dies ldsst darauf

schlieBen, dass Threonin auf anderem Wege metabolisiert wurde.
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3.2.2.2 Identifizierung der Phenylserin-abbauenden Organismen

Zur Identifizierung der verschiedenen Mikroorganismen aus den Bodenproben wurde eine
Analyse der Stimme iiber ihre 16S-rRNA vorgenommen. Hierzu wurden die konservierten
Bodenproben-Isolate in Vollmedium angezogen, um eine ausreichende Zellmenge zu erhalten
(da die Isolate in Minimalmedium nur sehr schwach anwachsen) und anschlieBend aus den
Zellen die genomische DNA isoliert. Dies erfolgte entweder unter Verwendung eines
kommerziellen Kits (Qiagen Blood & Tissue Kit) oder standardméBig {iber Chloroform-
Phenol-Extraktion. AnschlieBend wurde mit universellen Primern die fiir jeden
Mikroorgansimus spezifische 16S-rRNA mittels PCR amplifiziert. Das spezifische PCR-
Produkt mit einer Grofle von ~1500 bp wurde aus dem Agarosegel eluiert und im Folgenden
sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen konnten dann zur Identifizierung der Stimme mit dem
Programm BLAST mit der Datenbank in einem in Silico-Screnning verglichen werden.

Aufgrund der Tatsache, dass fiir die 16S-rRNA eine sehr umfangreiche Datenbank im Internet
zur Verfliigung steht, konnten alle Sequenzen einer bestimmten Art mit 99%

Ubereinstimmung zugeordnet werden.

Abb. 28: Agarose-Gel isolierter 16S-TRNA aus Bodenproben DNA. M = 1kb ladder (Fermentas), 1-5 = 16S-
rRNA verschiedener Bodenproben-Isolate.

Die Stamm-Identifizierung lieferte verschiedene Mikroorganismen, wobei hauptsédchlich
Pseudomonaden identifiziert wurden, aber auch Arthrobacter, Paenibacillen, ein
Sphingobacterium und ein Acinetobacter (Tab. 26). Pseudomonas ist ein typisches
Bodenbakterium und in der Literatur bekannt fiir Threonin-Aldolase- und SHMT-Aktivitét.
Ebenso sind Threonin-Aldolasen aus Arthrobacter bekannt und Sequenzen verfiigbar. Die

Genome von einigen Acinetobacter-Stimmen, Paenibacillen und Sphingobacterien sind
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sequenziert und mittels Genom-Analyse konnten auch in diesen Stimmen putative Enzyme
mit TA-Aktivitit identifiziert werden. So besitzen die meisten Acinetobacter eine putative

SHMT, die in der Sequenz nahezu identisch sind.

Tab. 26: Stamm-Identifizierung einiger relevanter Bodenproben-Isolate iiber ihre 16S-rRNA-Analyse.

Bodenproben-Isolat Identifizierung
B10a 1), B10c) Pseudomonas sp.
B10a 2) Pseudomonas sp.
B10bl) Pseudomonas sp.
B10b2) Paenibacillus sp.
Blla2) Paenibacillus sp.
Blla3) Arthrobacter sp.
Blla4) Sphingobacterium sp./
Alcaligens sp.
B11bl) Pseudomonas sp.
Bllcl) Arthrobacter sp.
Bllc2) Acinetobacter sp.
Bl13a 1) Arthrobacter sp.
B13a?2) Pseudomonas sp.
B13b) Pseudomonas sp.

In der folgenden Abbildung (Abb. 29) ist exemplarisch fiir das Bodenproben-Isolat B13al)

eine Datenbankanalyse dargestellt, die das Isolat als Arthrobacter sp. 1dentifiziert.
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il el Score  score coverage — value ident
DOIS7987.1  Arthrobacter sp. 16.22 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2566 100% 0.0 100%
DQ157980.1  Arthrobacter sp. 31.31 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2560 100% 0.0 99%
EF612: Arthrobacter sp. 05-09B 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2549 99% 0.0 100%

Arthrobacter sp. Lc30-1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2538 100% 0.0 99%
Arthrobacter sp. Marine-33 partial 165 rRNA gene, isolate Marine-33 2538 100% 0.0 99%
Arthrobacter sulfonivorans 165 rRNA gene, strain Asd MW-A1 2538 100% 0.0 99%
Arthrobacter oxydans 16S rRNA gene, strain Asd M5-7 2538 100% 0.0 99%
Arthrobacter oxydans 165 rRNA gene, strain Asd M3-4 2538 100% 0.0 99%
Arthrobacter sp. Ni-37 16S rRNA gene, strain Ni-37 2538 100% 0.0 99%
Arthrobacter sp. $22237 gene for 165 ribosomal RNA, partial sequenc 2536 99% 0.0 99%
Arthrobacter sp. Lc10-5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2534 100% 0.0 99%
Arthrobacter sp. enrichment culture clone ts0221R 165 ribosomal RN2 2534 99% 0.0 99%
Arthrobacter sulfonivorans 16S rRNA gene, strain Asd M3-2 2532 100% 0.0 99%
Arthrobacter sp. NJ-29 16S rRNA gene, strain NJ-29 2532 100% 0.0 99%
Arthrobacter sp. CAB1 gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence 2532 2532 100% 0.0 99%
Arthrobacter sp. $22232 gene for 165 ribosomal RNA, partial sequenc 2531 2531 99% 0.0 99%
AM4291454.1  Arthrobacter sp. Ni-30 165 rRNA gene, strain Ni-30 2531 2531 99% 0.0 99%

Arthrobacter sp. LcS-1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2527 100% 0.0 99%
Arthrobacter sp. RKS6-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2527 100% 0.0 99%
Arthrobacter sp. EM5 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2527 100% 0.0 99%
Arthrobacter sp, 13.34 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2527 100% 0.0 99%

Arthrobacter sp. FB11 partial 165 rRNA aene, isolate FB11 2525 99% 0.0 99%

Arthrobacter sp. PON4 partial 165 rRNA gene, strain PON4 2523 100% 0.0 99%
Arthrobacter sp. 054 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2523 100% 0.0 99%
Arthrobacter sp. J64 partial 165 rRNA gene, isolate J64 2523 100% 0.0 99%
Arthrobacter sp. Lc31-7 16S ribosomal RNA aene, partial sequence 2521 100% 0.0 99%
Arthrobacter sp. Lc10-1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2321 2521 100% 0.0 999
Arthrobacter sp. RKS6-6 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2521 2521 100% 0.0 95%
Arthrobacter sp. EM3 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2521 2521 100% 0.0 99%
Arthrobacter sp. MY14015 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2521 2521 100% 0.0 99%
Arthrobacter sulfonivorans strain ALL 16S ribosomal RNA, partial sequ 2521 2521 100% 0.0 99%

AB240230.1  Uncultured bacterium gene for 165 rRNA, partial sequence, clone: BSO 2519 2519 99% 0.0 99%
AJ551154.1  Arthrobacter sp. Anlé partial 165 rRNA gene, isolate Anl6 2519 2519 99% 0.0 99%
AY539812.1  Uncultured actinobacterium clone 45B46 small subunit ribosomal RNA . 2319 2519 99% 0.0 99%
GU321363.1  Arthrobacter sp. NMC12 165 ribosomal RNA agene, partial sequence 2518 2518 99% 0.0 99%
F1517630.1  Arthrobacter sp. ER2 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2518 2518 100% 0.0 99%
FRE682670.1  Arthrobacter sp. R-36535 partial 165 rRNA gene, strain R-36535 2516 2516 100%: 0.0 95%
2516 2516 100% 0.0 99%

GOa77172.1  Arthrobacter sp. RUGLE-5 165 ribosomal RNA aene, partial seauence

Abb. 29: Datenbankanalyse der 16S-rRNA von Bodenproben-Isolat B13b). Héchste Ubereinstimmungen
wurden fiir Arthrobacter-Spezies gefunden.

3.2.3 In Silico-Screening ausgehend von bekannten TA-Sequenzen

Das in Silico-Screening nach neuen Threonin-Aldolasen wurde ausgehend von den Sequenzen
zweier Enzyme aus E. coli (XL1) und S. cerevisiae, die bereits von Beginn der Arbeit
rekombinant verfligbar waren, mit dem Programm BLAST durchgefiihrt. Ausgehend von
beiden Enzymen, die untereinander nur eine Identitdt von 39% (Abb. 29) haben, wurden
jeweils fliinf Stimme ausgewdhlt, die eine putative Threonin-Aldolase besitzen. Hierbei
wurden Stimme mit einer Identitét von ~ 70% ausgewihlt, um keine zu groBe Ahnlichkeit
zum Ausgangsenzym der Suche zu haben, da sowohl die TA aus E. coli als auch aus S.
cerevisiae low specificity-TAs sind und somit keine hohen Diastereoselektivititen aufweisen.
Fiir das BLAST Resultat ausgehend von der TA aus E. coli kommt auflerdem hinzu, dass die

Stimme mit groBter Ubereinstimmung hauptsichlich pathogene Mikroorganismen waren.
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Das Ergebnis fiir S. cerevisiae war deutlich gilinstiger, da die meisten Enzyme mit hoherer
Ubereinstimmung unter nicht-pathogenen Stimmen gefunden wurden.

Tabelle 27 gibt eine Ubersicht iiber die ausgewihlten Stimme mit Ubereinstimmung zu den
bereits bekannten Aldolasen (unter Beriicksichtigung der Risikogruppe). Die Staimme wurden
bei der DSMZ als Lebendkultur bzw. als Lyophilisat bestellt, im jeweiligen Vollmedium
angezogen und anschlieBend der zellfreie Enzym-Rohextrakt des Wildtyps fiir erste
Aktivitdtstests isoliert.

AnschlieBend wurde die genomische DNA der Stidmme isoliert und die TA-Gene mit
genspezifischen Primern mittels PCR amplifiziert. Die genomische DNA lie} sich mit
Chloroform-Phenol-Extraktion von allen Organismen isolieren und das Gen fiir die TA
konnte in allen Fillen amplifiziert werden. Uber die Primer wurden Schnittstellen fiir die
Restriktionsenzyme eingefiigt, um die PCR-Produkte in den Klonierungsvektor pET28a mit
C- und N-terminalem Hise-Tag zu klonieren. Die Klonierung und anschlieende
Transformation und Uberexpression in E. coli BL21 lieferte fiinf neue rekombinante
Threonin-Aldolasen aus den Organismen Lodderomyces elongisporus, Ashbya gossypii,

Pichia stipitis, Desulfotalea psychrophila und Kluyveromyces polysporus (Tab. 27).

Tab. 27: Ubersicht der bisherigen Experimente mit den ausgewéhlten Stimmen aus dem in Silico-Screening.
Gelungene Experimente sind mit einem Haken, nicht gelungene Experimente mit einem Kreuz gekennzeichnet.

Stamm gen. PCR-Produkt Klonierung
DNA (neue Primer)

ausgewdhlte Stimme ausgehend von der E. coli TA Sequenz

Photobacterium profundum v x
Desulfotalea psychrophila v v pET28a-Dp
Pseudomonas syringae v x
(pv. tomato)
Shewanella baltica v x

ausgewdhlte Stimme ausgehend von der S. cerevisiae TA Sequenz

Lodderomyces elongisporus v v pET28a-Le
Ashbya gossypii v v pET28a-Ag
Candida albicans v v x

Pichia stipitis v v pET28a-Pst
Kluyveromyces polysporus v v pET28a-Kp

Die so erhaltenen Enzyme wurden im Folgenden auf Aktivitdt untersucht. Durch einen
gekoppelten Photometertest mit einer ADH aus Béickerhefe wurden die Aktivititen fiir L-
Threonin als Standard-Substrat gemessen. AnschlieBend wurde mit D,L-threo-Phenylserin

eine Umsetzung fiir Sh durchgefiihrt und die Reaktion mit GC auf Benzaldehyd-Bildung
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iiberpriift. Umsatz und d.r.-Wert wurden dann durch Analyse in Synthese-Richtung fiir die
Bildung von Phenylserin am NMR bestimmt.

Die folgende Tabelle (Tab. 28) gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse mit den neuen,
rekombinanten Enzymen. Die Enzyme zeigen alle Aktivitét in der Aldolspaltung. Die NMR-
Analyse zeigt, dass alle fiinf Enzyme threo-spezifisch sind, wenn auch nur gering, aber die

Umsétze durchweg sehr hoch sind.

Tab. 28: Ubersicht iiber Umsétze, Aktivititen und d.r.-Werte der rekombinant erhaltenen Enzyme aus dem in
Silico-Screening.

Stamm Aktivitit | Proteingehalt spez. Umsatz dr-Wert
U/ml mg/ml Aktivitit (threo:erythro)
U/mg
D. psychrophila 80 41 2 90% 60:40
L. elongisporus 35 n.b. - >95% 63:37
A. gossypii 97 20 5 >95% 60:40
K. polysporus 10 n.b. - 93% 62:38
P. stipitis 20 38 0,5 61% 60:40

3.3 Identifizierung neuer Aldolase-Gene

3.3.1 Identifizierung der Aldolase-Gene iiber konservierte Regionen

Ein Weg zur Isolierung des Aldolase-Gens fiihrt direkt {iber die Stammidentifizierung der
Bodenproben-Isolate und anschlieBende PCR mit genspezifischen (degenerierten) Primern,
die nach literaturbekannten Sequenzen designt wurden.

Im Falle des Bodenproben-Isolates B13 z.B. ergab die Stammbaumanalyse mittels 16S-rRNA
groBBte Homologie zu Arthrobacter Spezies (BLAST). Literatur bekannt ist eine L-TA
Sequenz aus Arthrobacter sp. (FB24); nach dieser Sequenz und der Sequenz der putativen
TA aus Arthrobacter chlorophenolicus und Arthrobacter aurescens wurden genspezifische
Primer angefertigt und versucht, iiber die genomische DNA des Bodenproben-Isolates das
Aldolase-Gen mittels PCR zu amplifizieren.

AuBerdem wurde nach konservierten Bereichen innerhalb der Aldolase-Sequenzen gesucht,
indem ein ,,in Silico-Screening” mit den Sequenzen bereits bekannter TAs durchgefiihrt
wurde.

Die folgende Abbildung (Abb. 30) zeigt das Alignment der beiden Threonin-Aldolasen aus E.
coli und S. cerevisiae, die fiir diese Arbeit als Referenzenzyme verwendet wurden. Man kann

vier konservierte Regionen erkennen, die zwischen vier bis fiinf Aminosduren lang sind. Das

Seite 96



ERGEBNISSE

Motiv ICLSK(GLG) tritt bei low specificity-TAs einheitlich auf und ist ein Merkmal von

Enzymen mit geringer Stereospezifitit, so wie die bei beiden TAs aus E. coli und S.

cerevisiae, die in der Aldolreaktion keine grofle Selektivitit zeigen.

122

136

o
L
[
ol
I

DLRSODTVTRPSRAMLEAMMA R PVGDDVYGDDPTVNALQDYARELSGKEARIFLPTGTQA
DLRSDT T P+ M+ER + A +GD VYGHD L+ A ++GEKEA +F +GT +
DLRSDTFTTPTAEMMEARALEASIGDAVYGEDVDTVRLEQTVARMAGKREAGLFCVSGTLS
LVALLSHCERGEEYIVGQA-AHNYLFEAGGAAVLGSICPOPIDARADGTLPLDEVAMET
+A+ +H + I+ EH Y EA G A+L P+ + L L+ +
TATRTHEMOPPYSILCDYRAHVYTHEAAGLAILSOAMVVEVVEPSNGDYLTLEDIKSHY
PDD--IHFARTELLSLENTENGKVLPREYLEKEAWEFTRERNLALEVDGARIFNAVVAYIG
PDD IH AR T+L+SLENT +C V P E L + E L LH DGARI+NA G
P$PGEZHGRPTRLZSLENTIHGIUYPLEELVRIKAWCMENGLKLECDGAREWNRAAQSG
ELEEITQYCDSFTICLSKEGLGTPVGSLLVCENRDYIKRAIRWREMTGGGMRQSGILARRG
LK+ + DS +ICLSE +G P+GS+LVGN ++E+AR +REK GGG+ROSG++A
GE

PLEQYGEIFDSISICLSKESMGRAPIGSVLVGNLEKFVEKATHFREKOQOGGEGIRQSGMMARMEA

YALENN-VARLOQEDHDNAAWMAREQLREAGADVMRQ-DTNMLFVRYV 282
+ N+ ++L H A +AE G + DIN +F+ +
VNINNDWESQLLYSHSLAHELAEYCEAKGIPLESPADTNFVFINL 300

Abb. 30: Sequenzvergleich der beiden Threonin-Aldolasen aus E. coli und S. cerevisiae. Die konservierten
Bereiche sind gelb hinterlegt. Lys199, das als Cofaktor-Bindestelle dient und diesen via Schiff’sche Base bindet
ist mit einem Pfeil markiert.

Ausgehend von diesem Alignment wurden nach den konservierten Bereichen degenerierte

Primer designt, um Teilstiicke der TA-Sequenz ausgehend von der genomischen DNA der

Bodenproben-Isolate zu amplifizieren.

Sowohl der Ansatz {iber Primer nach literaturbekannten Sequenzen, als auch der Ansatz tiber

konservierte Bereiche lieferten jedoch keine PCR-Produkte, die als TA-Gen oder Teilbereich

identifiziert werden konnten. Es konnten lediglich unspezifische kleinere Amplifikate erhalten

werden, die nach einem Alignment mit bekannten TA-Sequenzen keine Ubereinstimmung

lieferten.
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3.3.2 Identifizierung der Aldolase-Gene mithilfe eines Selektions-Stammes

Zur ldentifizierung neuer Aldolase-Gene war es wichtig, ein geeignetes Hochdurchsatz-
Screening-Verfahren zu finden. Von dem Stamm Pseudomonas putida KT2440 ist bekannt,
dass er Benzaldehyd im Mandelat-Abbauweg verstoffwechseln kann und somit in der Lage
ist, Benzaldehyd als Kohlenstoffquelle zu nutzen. Bei Vorhandensein von Benzaldehyd in
Minimalmedium kann der Stamm anwachsen. Da Benzaldehyd das Produkt der Retro-
Aldolreaktion ausgehend von Phenylserin als Substrat ist, konnen auf diesem Wege durch

Wachstums-induzierte Selektion in P. putida neue Aldolase-Gene identifiziert werden.

Ein Wachstumstest in Minimalmedium mit verschiedenen Konzentrationen an Benzaldehyd
als Kohlenstoffquelle zeigte, dass der Stamm schon bei sehr geringen Konzentrationen von
0,5 mM Benzaldehyd anwuchs. Bei Konzentrationen ab 5 mM Benzaldehyd konnte jedoch
kein Wachstum mehr nachgewiesen werden, da Benzaldehyd in hohen Konzentrationen

zytotoxisch auf die Zellen wirkt und diese absterben (Tab. 29).

Tab. 29: Wachstumstest von P. putida auf Benzaldehyd in Minimalmedium.

[c] Benzaldehyd Wachstum
(mM)
0,1 -
0,5 +
1 +
5 -
10 -

Eine weitere wesentliche Bedingung an den Selektions-Stamm war, dass dieser nicht auf dem
Substrat Phenylserin als C-Quelle in Minimalmedium wachsen darf, da so die Selektion nicht
stattfinden kann. Aus diesem Grund wurde P. putida auch in Medium mit Phenylserin als
Haupt-Kohlenstoffquelle kultiviert und dieser Test zeigte, dass auch hier nach ~ 2 Tagen ein
Wachstum nachgewiesen werden konnte. Dies weist darauf hin, dass P. putida iiber ein
aktives Enyzm mit TA-Aktivitéit verfiigt, das Phenylserin zu Benzaldehyd abbauen kann und
dadurch das Wachstum des Stammes induziert hat.

Eine Genom-Analyse des sequenzierten P. putida KT2440 bestitigte anschlieend diese
Vermutung und zeigte, dass der Stamm {iber eine putative Threonin-Aldolase verfiigt.

Ein Vergleich der Sequenz mit der Datenbank (BLAST) zeigt fiir diese putative Threonin-
Aldolase hohe Ubereinstimmung zu weiteren bekannten Threonin-Aldolasen (Abb. 31).
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i pescrpton e T R
NP 742488.1 threonine aldolase [Pseudomenas putida KT2440] =gb|AANGS5952.1 4B 112 714 99% 0.0 100%
ADRS8051.1 Low specificity L-threonine aldolaze [Pseudomonas putida BIRD-1] 712 712 9% 0.0 99%%
¥E 001255700.1 threonine aldolase [Pseudomenas putida F1] =gb|ABQ76516.1| L-threo 706 7086 29% 0.0 28%
¥E 001655533.1 threonine aldolase [Pseudomonas putida GB-1] =gb|a4BY96257.1| Thren 102 702 99% 0.0 98%
fP 0017 21.1 threonine aldolase [Pseudomenas putida W6E19] =gb|ACAYS362.1| Thre, EE2 683 99% 0.0 6%
¥P 6105741 low-specificity L-threonine aldolase [Pseudomonas entomophila L48] = 582 682 39% 0.0 4%
050584.1 RecMame: Full=Low specificity L-threonine aldolase; Short=Low specific £33 833 33% 0.0 20%
¥B 2627851 L-threonine aldolase, low-specificity [Pseudomeonas fluorescens BF-3] = 833 635 99% 4e-180 87%
ZE 077778721  threonine aldolase [Pseudomonas fluorescens WHE] =gb|EFQE0895.1|1 534 634 99% Se-180 86%
¥E 002875148.1 |gw-specificity L-threonine aldolase [Pseudomonas fluorescens SBW25] 531 631 99%: Se-175 86%
ZEB 013684331  hypothetical protein PaerPA_01005593 [Pseudomenas asruginosa PACE 524 624 99% Se-177 83%
MNP 254100.1 low specificity |-threonine aldolase [Fseudomonas aeruginesa FACQL] =r 223 623 33% le-176 85%
ZE 054738531 threonine aldolase [Fseudomonas syringae pv. aesculi str. 2230] =ref|: 222 622 93% 2e-176 85%%
¥EB 0024423861 |ow specificity |-threonine aldolase [Pseudomeonas asruginesa LESBSE] £22 622 9% Ze-176 83%
¥P 3509381 L-threcnine aldolase [Pseudomonas fluorescens Pf0-1] =gb|ABATE947. 520 620 33% 1e-173 85%
ZEB 064575241  threonine aldolase [Pseudomonas syringae pv. assculi str, NCPPB3681] 520 620 9% 1e-175 83%
¥E 001351512.1 |ow specificity |-threcnine aldolase [Fseudomonas aeruginosa PAT] =gb 520 620 99% le-175 85%
¥P 237831.1 threonine aldolase [Pseudomonas syringae pv. syringae B728a] =gh|a, &1% 619 99%% 2e-175 835%
ZE 072630881 threonine aldolase [Fseudomonas syringae pv. syringae 642] 513 519 33% 3e-173 85%
EFWa2405.1 threonine aldolase [Pseudomaonas syringae pv. glycinea str. B076] =gb . E11 617 9% le-174 83%
ZE 043307371  threonine aldolase [Pseudomaonas syringae pv. oryzae str. 1_6] 3] 613 99% Ze-174 83%:
¥P 001185613.1 |-threonine aldolase [Pseudomonas mendocina ymp] =gb|ABPS68681.1| £14 &14 33% Te-174 83%
MNP 730233.1 threonine aldolase, low-specificity [Pseudomonas syringae pv. tomato = 813 613 39% 1e-173 83%
ZE 04336287.1 |gw specificity |-threonine aldolase [Pseudomonas aeruginesa 2152] =g 332 593 33% 2e-169 87%
¥2 001172315.1 |ow specificity |-threcnine aldolase [Pseudomonas stutzeri A1501] =ghb| 383 3585 99% 3e-163 78%
¥2 0015243341 | |gw-specificity L-threonine aldolase [Azorhizebium caulinedans ORS 571 321 321 97 %% Se-146 74%

Abb. 31: Alignment fiir die putative Threonin-Aldolase PpTA aus P. putida KT2440 mit der Datenbank

(BLAST)

Dieses putative Enzym mit einer Grofle von 1041 bp, im Folgenden mit ,,PpTA* benannt,

wurde ausgehend von der genomischen DNA mittels PCR amplifiziert (Abb. 32a), kloniert, in

E. coli BL21 (DE3) iiberexprimiert und anschliefend auf Aktivitdt mit Phenylserin und

Threonin als Substrat analysiert. Auerdem wurde das Enzym mittels SDS-PAGE analysiert
und besitzt ein Molekulargewicht von 40 kDa (Abb. 32b).

1Tkb —»

a)

- <« PpTA

b)

70 kDa

40 kDa

Abb. 32: a) Agarose Gel und b) SDS-Gel der amplifizie
(Fermentas).

\ aus P. putida KT2440 (PpTA), M =

1 kb ladder
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Abb. 33: GC-Chromatogramm fiir die Umsetzung mit der PpTA aus P. putida KT2440 in der Aldolspaltung,
eindeutiger Nachweis von entstandenem Benzyladehyd.

Mittels Gaschromatographie konnte die PpTA als aktives Enzym in der Aldolspaltung von
Phenylserin zu Benzaldehyd identifiziert werden (Abb. 33). Der gekoppelte Enzymtest mit
Threonin als Substrat lieferte eine Aktivitit von 35 U/ml. AnschlieBend wurde in der
Synthese-Reaktion von Phenylserin mittels 'H-NMR-Spektroskopie kontrolliert, ob das
Enzym diastereoselektiv ist. Der mittels NMR ermittelte d.r.-Wert lag bei 62% Umsatz,
jedoch nur bei einem Verhiltnis von 57:43 (threo:erythro) und liegt somit in der

GroBenordnung des d.r.-Werts fiir die E.coli-TA.

Das Selektionssystem in Form des Bakteriums P. putida KT2440 sollte aulerdem fiir die
bereits rekombinant vorliegende Threonin-Aldolase aus E .coli (LTAE) iiberpriift werden.

Dazu wurde von dem Stamm E. coli XL1, der iiber die L-Threonin-Aldolase LTAE verfiigt,
von der die Sequenz bekannt ist, eine Gen-Bank angelegt und diese in P. putida eingebracht.
Da der Stamm zu dieser Zeit noch nicht als Selektions-Stamm eingesetzt werden konnte, da
die Deletion des ppTA-Gens noch in Arbeit war, konnte dieser noch nicht als Hochdurchsatz-
Methode zur Identifizierung der TA-Gene aus den Bodenproben-Isolaten verwendet werden.
Jedoch konnte zur Uberpriifung des gesamten Systems und der Methodik die Gen-Bank aus
E. coli eingebracht und durch Bekanntheit der LTAE-Sequenz mittels PCR {iiber gen-
spezifische Primer iiberpriift werden, ob das Gen nach dem Partialverdau als Ganzes intakt

geblieben war und in den Stamm eingebracht werden konnte.
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. LTAE,
1042 bp

Abb. 34: Agarose-Gel der PCR aus P. putida Plasmid-DNA nach Transformation der DNA-Bank aus E. coli
XL1 im Vektor pBBR1IMCS2. Die Uberpriifung des Selektions-Systems am Beispiel der LTAE war erfolgreich,
das TA-Gen konnte mit gen-spezifischen Primern amplifiziert werden und ist nach dem Partialverdau intakt
geblieben.

Diese Uberpriifung war erfolgreich (Abb. 34), es konnte ein fiir die GroBe der LTAE (1002
bp) spezifisches PCR-Produkt ausgehend von der P. putida Plasmid-DNA iiber eine PCR mit
gen-spezifischen Primern amplifiziert werden. Dieses PCR Produkt von ~ 1 kb wurde aus
dem Gel isoliert und anschlieBend sequenziert. Die Sequenzierung lieferte eine 100% ige
Sequenz-Ubereinstimmung zur LTAE.

Das Ergebnis dieser Uberpriifung zeigt, dass prinzipiell alle Einzel-Schritte im Selektions-
Stamm P. putida KT2440 funktionieren und nach einem partiellen Verdau der genomischen

DNA in 6-10 kb Fragmente mit Bsp/431 das LTAE-Gen intakt geblieben ist.

3.4 Konstruktion eines Threonin-Aldolase defizienten Stammes P. putida

Da P. putida KT2440 aufgrund eines vorhandenen Threonin-Aldolase-Gens nicht als
Selektions-Stamm verwendet werden kann, sollte eine Deletionsmutante konstruiert werden.

Die Konstruktion eines Threonin-Aldolase defizienten Stammes in P. putida KT2440 sollte
nach folgendem Schema (Abb. 35) mittels ,,Overlap-Extension“-PCR erfolgen. Zunéchst
sollten die 500 bp groBen flankierenden Regionen vor und nach dem pp7A4-Gen in einer PCR
amplifiziert werden. Ebenso sollte eine Gentamycin-Kassette QGm ' (2300 bp) aus dem
Vektor pBSL142 amplifiziert werden. Alle drei Fragmente miissen dann zusammen in einer

PCR (,,Overlap-Extension®) {iber homologe Bereiche zu einem Fragment vereinigt und das
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3,3 kb Fragment {iber eingefiigte Schnittstellen in den Suizidvektor pSUP202 kloniert werden.
Der Vektor pSUP202 kann in Pseudomonas nicht replizieren und so werden
elektrokompetente P.  putida KT2440-Zellen mit dem Konstrukt up500-QGm'-
dw500pSUP202 transformiert, um in Folge zweier homologer Rekombinationsereignisse den

Vektoranteil zu verlieren und die Antibiotika-Kassette ins Genom zu integrieren.

sy ——» < dwSlivey
PCR1 500 bp up [ PpTA > 500 bp dw PCR2
ol e | R S— et (HGMTEY
PCR3 | OGm*
upSliife —> A dwhilirev
900bpup homologe berdappende |, , 900bp dw
e _—
Overlap Extemtion PCR QGmr
500 bp up OGmr 500 bp dw
pSUP202
S00bpup | FpTA I> 500 bp dw
&’Q‘& 500 bp p oGn¥ 500 bp de 9—9‘)

Abb. 35: Schema fiir die Konstruktion des TA-defizienten Stammes P. putida KT2440APpTA.
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Alle drei Fragmente up500, dw-500 und QGm' konnten mittels PCR in guter Konzentration
amplifiziert werden (Abb. 36). Jedoch war es nicht moglich die ,,Overlap-Extension-PCR*
mit allen drei Fragmenten in einem einzelnen Schritt durchzufiihren, weshalb das Konstrukt

up500-QGm’-dw500 in zwei getrennten PCRs amplifiziert werden musste.

R .

500 — - <— dws

Abb. 36: PCR zur Amplifizierung des upstream-, downstream-Fragments und der Gentamycin-Kassette. M = 1
kb ladder (Fermentas).

Die PCR-Produkte wurden entweder aus dem Gel eluiert oder mittels PCR-Purification-Kit
fiir die folgende PCR aufgereinigt. Die Konzentration der Fragmente wurde photometrisch
bestimmt, um diese in der folgenden PCR in &dquimolarem Verhéltnis einzusetzen.
AnschlieBend sollte das Gesamt-Fragment entweder durch Homologie zwischen up500-
Fragment und dw500- QGm" oder dw500-Fragment und up500- QGm' in einer weiteren
,overlap extension“-PCR amplifiziert werden. Bei jeglichen Ansdtzen mit verschiedenen
Polymerasen, verschiedenen Schmelztemperaturen und unterschiedlichen PCR-Vorschriften
konnte kein PCR-Produkt eines Gesamtfragmentes von up500-, dw500 und Gentamycin-
Kassette QGm' (up500- QGm'- dw500) in der GroBe von 3,3 kb erhalten werden konnte. Es
wurden immer nur die beiden Teilfragmente up500- QGm" und dw500- QGm' amplifiziert.

Somit konnte auf diesem Wege keine Konstruktion der Deletionsmutante erfolgen.
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2. Alternative zur Erstellung eines Threonin-Aldolase defizienten Stammes P. putida

Als Alternative wurde versucht iiber ein Klonierungs-Schema die Fragmente up500, dw500
und die Antibiotika-Kassette QGm' zunichst in den linearisierten Vektor pBCSK (+) zu
klonieren, um dann das Gesamt-Konstrukt zur Deletion des ppTA-Gens in den Suizidvektor

pSUP202 einzubringen. Hier sollte das folgende Klonierungs-Schema (Abb. 37) verwendet

werden.

= gl|

QJ—JL__II:}_M Gena m £, pufida KT2440
Sl

| k
ey I R
S00 b tlank kre aile

reclkon ApEtTeAm M 550 >m 200 Lip fankk re e

redkrn (oW esTeam

-ty — = AP
I i S0 bp PCR Sl I i SO0 bp PR
a3 Fragm e it +pBis SEi P Bam S
SO0 1 ap ; ' !
1 f |t |
il | =S| r—— ‘ e
| N ;
sl SzmH Hmall s
1 | 16k Saall|F ragm ent ans pi ERI021 G0Gm

pECSKaza n — ST

2F hbp 5o Fragme it s
pHCENABRp+pSU P2

‘ Zme | REnpmb hatese g kie
| 1 Fage !

n,.mp.pmﬁ&w“'"ﬁﬁ"”&j

Abb. 37: Klonierungs-Schema zur Konstruktion des Threonin-Aldolase defizienten Stammes in P. putida
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Doch schon die ersten Klonierungen der beiden Teil-Fragmente up500 und dw500 in den
Vektor pPBCSK(+) und anschlieende Isolierung der Klone iiber Blau-WeiB3-Selektion lieferte
nach Sequenzierung nicht das Produkt, sondern nur Ubereinstimmungen von bis zu 80 bp zur

Sequenz des up- bzw. dw-500 Fragments.

3. Alternative zur Erstellung eines Threonin-Aldolase defizienten Stammes P. putida

Alternativ sollte die Gentamycin-Kassette zur Deletion des Threonin-Aldolase-Gens in P.
putida direkt liber eine im ppTA-Gen befindliche Schnittstelle eingefiigt werden. Dazu sollte
die Kassette aus dem Vektor pWKR202I durch iiber Primer eingefiigte Schnittstellen
amplifiziert werden und das ppT7A4-Gen im Klonierungsvektor pET28a dementsprechend
geschnitten werden. Hier wurde als mdgliche geninterne Schnittstelle die des
Restriktionsenzyms FEagl (= Eco521) gewdhlt. AnschlieBend sollte nach erfolgreicher
Klonierung der Kassette innerhalb des pp7A4-Gens, das gesamte Konstrukt in einer PCR
mittels liber die Primer eingefiigte Ndel-Schnittstellen amplifiziert werden, um es im
Folgenden in den Suizidvektor pSUP202 zu klonieren und dann das deletierte Gen in P.
putida iiber homologe Rekombination einzubringen.

Das ppTA-Gen liel sich auch nach mehreren Versuchen intern iiber die Eagl-Schnittstelle
nicht schneiden und wurde deshalb sequenziert, um zu iiberpriifen, ob die Eagl-Schnittstelle
noch intakt ist, oder Sequenz durch Mutation (z.B. liber UV-Licht bei der Gel-Elution)
verdndert wurde. Hier zeigte die Sequenzierung, dass das ppTA-Gen mit der angegeben
Sequenz (NCBI, komplettes Genom P. putida KT2440) nicht iibereinstimmt und auch keine
Eagl-Schnittstelle aufweist. Hier miisste die Sequenz iiberpriift werden und nach einer
alternativen Gen-internen Schnittstelle gesucht werden, die zur Insertion der Antibiotika-
Kassette geeignet wiren. Dies war im Rahmen dieser Arbeit aus zeitlichen Griinden nicht

mehr moglich.
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3.5 Erstellung einer DNA-Bank in E. coli

Zur Erstellung einer Genom-Bank wurden die Bodenproben-Isolate aus der Anreicherung mit
den besten Ergebnissen (d.r.-Werten) ausgewéhlt und aus diesen die genomische DNA
isoliert. Hierfiir konnten zwei verschiedene Methoden angewandt werden, die Verwendung
des Blood & Tissue Kits (Qiagen), welches eine schnelle Isolierung groler Mengen an DNA
erlaubte und die Phenol-Chloroform-Extraktion, die zwar meist keine hohen Ausbeuten, aber
dafiir sehr reine, hochkonzentrierte DNA erzielte. Die genomische DNA wurde mittels
Restriktionsanalyse mit dem ,,4-base cutter* Bsp/431 (Sau3a) partiell verdaut und iiber ein 0,6
% iges Agarosegel analysiert. Anschlie8end sollten Fragmente in einer Grofle von 6-10 kb aus
dem Gel eluiert werden, um zu gewihrleisten, dass das TA-Gen mit einer durchschnittlichen
GroBe von 1000 — 1200 bp intakt bleibt.

Hierzu war zunichst eine Testreihe notig, um die optimalen Reaktionsbedingungen fiir den
Partialverdau zu bestimmen. So wurden verschiedene Verdiinnungen des Restriktionsenzyms
mit verschiedenen DNA-Konzentrationen zu verschiedenen Zeiten untersucht und die
Verdaue sofort durch Pipettieren in SDS-Stopp-Puffer abgestoppt. Die folgende Abbildung
zeigt exemplarisch fiir drei Bodenproben-Isolate die Reaktionskinetik fiir den Verdau mit

Bspl431 (Abb. 38).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abb. 38: Test der optimalen Reaktionsbedingungen fiir den Partialverdau. 10 pg DNA wurden mit 1 U Enzym
tiber 5 min verdaut. M =1 kb Ladder (Fermentas), Probe 1-4 = DNA von Isolat B13b) zum Zeitpunkt t = 0, 30
sec, 1 min, 5 min, Probe 5-8 = DNA von Isolat B10b) zum Zeitpunkt t = 0, 30 sec, 1 min, 5 min, Probe 9-12 =
DNA von Isolat B11¢2) zum Zeitpunkt t = 0, 30 sec, 1 min, 5 min.

Der optimale Partialverdau zu Fragmenten der gewiinschten Grofe konnte mit 10 pg reiner
DNA aus einer Chloroform-Phenol-Extraktion mit 1 U Bsp/431 nach 30 sec — 1 min fiir die

Bodenproben-Isolate erhalten werden, wobei die Intensitidt des Verdaus fiir die drei Isolate
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recht unterschiedlich war. Die aus dem Gel eluierten Fragmente wurden anschliefend in den
Vektor pPBBRIMCS2, der zuvor mit BamHI restringiert wurde, kloniert und zunédchst in P.
putida KT2440 transformiert. Der gesamte Transformationsansatz wurde in einer
Fliissigkultur von Minimalmedium mit Phenylserin als Kohlenstoffquelle kultiviert und die
Plasmid-DNA aus der gesamten Kultur isoliert. Die Plasmid-DNA wurde dann, da P. putida
als Wildtyp nicht als Selektionssystem geeignet ist, in E. coli DH5a transformiert und auf
Minimalagar mit Phenylserin als C-Quelle kultiviert. Es wurden je Isolat 20 Klone gepickt, in
E. coli BL21 transformiert und der zellfreiec Rohextrakt isoliert, um diesen auf TA-Aktivitit
zu untersuchen. Zundchst wurde der Rohextrakt mit Phenylserin inkubiert und die
Aldolspaltung zu Benzaldehyd mittels GC kontrolliert. Hier war die Hailfte aller Klone in der
Aldolspaltung aktiv. AnschlieBend wurde die Aktivitit der Klone mit L-Threonin als Substrat
durch den gekoppelten Photometertest (Abs. 2.21.1) bestimmt.

Die aktiven Klone wurden in E. coli BL21 iiberexprimiert und in der Aldolreaktion zu
Phenylserin mittels 'H-NMR-Spektroskopie das Diastereomerenverhiltnis bestimmt. Die
folgende Tabelle (Tab. 30) gibt einen Uberblick iiber die gemessenen Klone der Isolate B10b)
und B11c2), den bestimmten Umsatz der Reaktion und den d.r.-Wert.

Tab. 30: Mit NMR analysierte Klone der Bodenproben-Isolate aus der Gen-Bank.

Bodenproben-Isolat | Umsatz [%] d.r.-Wert
(threo.erythro)
Bllc 2)Klon 1 10 94:6
Bllc 2)Klon 2 16 >95:5
Bllc 2)Klon 3 16 95:5
Bllc 2) Klon 4 36 ~ 60:40
Bllc2)Klon 5 11 50:50
B10b) Klon 1 8 65:35
B10b) Klon 2 >5 95:5
B10b) Klon 3 11 90:10
B10b) Klon 4 9 95:5
B10b) Klon 5 >5 >95:5
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Die d.r.-Werte sind fiir vier Klone des Isolats B11c2) und fiir fiinf Klone des Isolats B10b)
sehr hoch mit Werten >95:5 fiir die threo-Komponente und decken sich mit den Ergebnissen
der Wildtyp-Rohextrakte.

Im AnschlieBenden sollten die Proben sequenziert werden, um das Aldolase-Gen zu
identifizieren und isolieren und so die rekombinanten Enzyme erhalten werden. Fiir die
Sequenzierungen wurden die Plasmide erneut in E. coli transformiert, um ausreichend
Plasmid-DNA zu préparieren. AnschlieBend wurden mit diesen neuen Plasmiden
Restriktionsanalysen zur Bestimmung der durchschnittlichen Insertgroe aus der DNA-Bank
durchgefiihrt. Durch diese Restriktionsanalysen mit diversen Restriktionsenzymen, die
innerhalb des Vektors schneiden, konnte jedoch nur Leervektor pPBBR1IMCS2 nachgewiesen
werden, was den Ergebnissen aus der Analyse wiedersprach. Somit wurde der Rest der
Original-Plasmid-DNA der beiden besten Klone aus erster Préparation, der fiir die Analyse in
der Aldolreaktion mittels NMR zu den hohen d.r.-Werten, und damit eindeutig zum Nachweis
eines intakten TA-Gens gefiihrt hatte, mittels Restriktionsanalyse iiberpriift. Hier konnte

zusitzlich zum Vektoranteil auch Insert-DNA nachgewiesen werden (s. Abb. 39).

M1 2
El{b—}_!ﬂ""
e—

|
Jkh —>

Abb. 39: Restriktionsanalyse je eines Klons der Genom-Bank aus Bodenproben-Isolat B10b) und B11c2) im
Vektor pPBBRIMCS2. M = 1kb ladder (Fermentas), 1 = Klon 4 von Isolat B10b), 2 = Klon 2 von Isolat B11c2).

Der Vektor pPBBRIMCS2 hat eine Grofle von 5144 bp. Unter dem Vektoranteil sind aber
noch eine Bande von ~ 4000 bp, eine Bande von ~ 3000 bp und Banden zwischen 1000 und
1500 bp zu erkennen. Zdhlt man alle zusétzlichen Banden zusammen, ergibt sich eine
ungefihre Insert-GroBe von ~ 10kb. Durch interne Schnittstellen im Insert, konnte dieses in

die erkennbaren Fragmente zerlegt worden sein. Auffillig ist hier jedoch, dass bei beiden
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Isolaten ein relativ identisches Restriktionsmuster auftaucht, das voraussetzen wiirde, dass
dieselben Schnittstellen in den beiden Inserts auftauchen miissten.

Fir eine aufkldrende Sequenzierung der Proben war jedoch aus der Original-DNA-
Priparation nicht mehr genligend DNA vorhanden und die nachfolgenden Transformationen
lieBen die Ergebnisse bisher nicht reproduzieren, so dass bislang die Gene der Bodenproben-
Isolate mit TA-Aktivitdt als solche nicht identifiziert und isoliert werden konnten.

Eine Alternative bietet hier sicherlich eine geeignete Hochdurchsatz-Methode, die durch die
Moglichkeit eines Selektionssytems mit Erstellung der Deletionsmutante in P. putida KT2440
und den somit etablierten Stamm P. putida KT2440APpTA gegeben wiire.

Die aus den Bodenproben-Isolaten angelegte Genom-Bank in E. coli lieferte hohe
Diastereoselektivititen fiir die Synthese von Phenylserin in der enzymatischen
Aldolreaktion und weist somit auf eine erfolgreiche Isolierung der intakten TA-Gene
hin. Jedoch waren nach erneuter Transformation der positiven Klone keine Inserts aus
der Genom-Bank im Vektor identifizierbar, so dass bislang auf diesem Wege die Gene
der hoch diastereoselektiven Aldolasen aus Bodenproben-Isolaten nicht identifiziert und

isoliert werden konnten.

3.6 Die LTAE aus E. coli XLL1

3.6.1 Mutagenese der E. coli LTAE

Durch die Arbeiten von Kielkopf ef al. ist bekannt, dass die Aminosdure an Position 87 eine
wesentliche Rolle in der Diastereoselektivitit des Enzyms zu haben scheint °*. Die E. coli
LTA, die zu den low specificity-TAs gehdrt und somit kein hoch diastereoselektives Enzym
ist, hat in dieser Position die Aminosdure Phenylserin. Kielkopf et al. postulieren, dass grofe,
sperrige Aminosduren mit aromatischen Resten an Position 87 einen nachteiligen Effekt auf
die Diastereoselektivitdt haben. So hat die LTA aus Thermotoga maritima, die ein Tyrosin an
der Stelle besitzt, einen wesentlich schlechteren d.r.-Wert als die TA aus Pseudomonas
aeruginosa, die an Position 87 eine Asparaginsdure aufweist, also keine Aminodure mit
aromatischem Rest. Aus diesem Grunde sollte die Position 87 in der E. coli TA gegen
Aminosduren verschiedener Gruppen ausgetauscht werden. Geplant war ein Austausch gegen

Leucin, Serin, Histidin, Asparagin, Asparaginsdure und Tryptophan.

Seite 109



ERGEBNISSE

Durch Austausch des an Position 87 befindlichen Phenylserins gegen kleine, kurzkettige
hydrophobe Aminoséuren ohne aromatischen Rest sollte der d.r.-Wert sich laut Kielkopf et al.
verbessern, durch Austausch gegen eine noch sperrigere Aminoséure wie Tryptophan sollte
der d.r.-Wert schlechter werden und nahezu dem eines racemischen Gemischs entsprechen.

Es wurde fiir jeden Austausch eine ,,Quick-Change* PCR unter Verwendung der in Tabelle 12
(s. Material & Methoden) aufgefiihrten Primer ausgehend von dem Plasmid pET28a-1taE mit
der E. coli Wildtyp LTA durchgefiihrt (s. Abb. 40).

M 1 2 3 4 5 6

e ) e )

Abb. 40: Quick-Change PCR des Plasmids pET28a-ItaE mit Aminoséureaustausch in Position 87. M =1 kb
ladder (Fermentas), Probe 1 = Kontrolle mit Plasmid im Gesamtvolumen der PCR-Ansétze (auf 50 pul Aq. dest.),
Probe 2 = Phe87 = Trp, Probe 3 = Phe87 > Asp, Probe 4 = Phe87 = Asn, Probe 5 = Phe87 > His, Probe 6 =
Phe87 - Ser.

Anschliefend wurde mit dem PCR-Produkt ein Dpnl-Verdau durchgefiihrt, um amplifiziertes
PCR-Produkt mit eingefiihrter Mutation von dem unmodifizierten, eingesetzten Ursprungs-
Plasmid zu trennen. Dpnl schneidet nur methylierte oder hemimethylierte DNA-Strange und
keine unmethylierte DNA. Plasmide, die aus E. coli DH5a prépariert wurden sind im
Gegensatz zur neusynthetisierten, mutierten DNA praktisch immer methyliert. Dpnl ist
deshalb bei der Mutagenese fiir die riickstandslose Beseitigung der Template-DNA aus der
PCR-Probe zustindig. Nach dem Dpn/-Verdau wurden die PCR Produkte in E. coli DH5a
transformiert und von den Transformationsplatten jeweils einige Klone isoliert, die im
ndchsten Schritt sequenziert wurden. Die sequenzierten Klone, bei denen der Austausch
erfolgreich war, wurden anschlieBend in E. coli BL21 transformiert, {iberexprimiert und das
Enzym tiber Ni-NTA-Affinitdtschromatographie aufgereinigt.

Die Aktivitidten wurden iiber den gekoppelten Photometertest (Abs. 2.21.1) mit Threonin als
Substrat und der Proteingehalt iiber die Absorption aromatischer Aminosduren unter UV-

Licht bei 280 nm bestimmt (Tab. 31).
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Tab. 31: Aktivititen und Proteingehalt der LTAE-Mutanten durch Aminoséureaustausch an Position 87.

Mutanten vol. Aktivitit Proteingehalt spez. Aktivitit
U/ml mg/ml U/mg

ItaE-Wt 22,4 14,7 1,5
ItaE-His87 25,2 24,7 1,02
ItaE-Asn87 17,5 22,8 0,77
ItaE-Asp87 472 37,7 0,11
1taE-Trp87/Asp96 0,35 17,2 0,02
ItaE-Ser 5,5 8,1 0,68

Im Folgenden wurden die aufgereinigten Mutanten durch "H- NMR-Spektroskopie analysiert
und der d.r.-Wert sowie der Umsatz bestimmt. Die folgende Tabelle (Tab. 32) gibt einen
Uberblick iiber die d.r.-Werte nach der Mutation an Position 87 des Enzyms. Im Vergleich
dazu hat das E. coli Wildtyp-Enzym als low specificity-LTA einen d.r.-Wert von 54:46
(threo:erythro), wobei hier der ermittelte Wert fiir den Umsatz aus der Reihe fillt.

Tab. 32: Analyse der LTA-Mutanten mittels NMR. Umsatzbestimmung und d.r.-Wert-Bestimmung.

Mutante ‘ailterre(‘t’;l‘;ze:rj;;'r‘s)lt“‘s de-Wert [%]  Umsatz [%]
ItaE-Wt 54:46 8 >95
ItaE-His87 55:45 10 43
ltaE-Asn87 63:37 26 41
ItaE-Asp87 59:41 18 40
1taE-Trp87/Asp96 67:33 34 47
ItaE-Ser87 58:42 16 68

Die d.r.-Werte haben sich durch die Aminosdureaustausche nicht wie erwartet stark veréndert.
Die Histidin-Mutante ist nahezu identisch zum Wildtyp (de 8%), die Serin- (de 16%) und
Asparaginsdure-Mutante (de 18%) haben nur eine leichte Verbesserung und die Asparagin-
Mutante eine etwas eindeutigere Verbesserung (de 26%). Der beste d.r.-Wert wird jedoch
durch die Tryptophan-Mutante erreicht, die zusétzlich zum Austausch in Position 87 auch
noch einen weiteren, nicht gezielten Austausch in Position 96 hat, wodurch ein Uberschuss
der threo-Komponente von immerhin 34% (de) erhalten wird.

Dieser hohe Wert fiir die Tryptophan-Mutante widerspricht der Annahme, dass sperrige,
aromatische Aminoséuren den d.r.-Wert herabsetzen und lasst vermuten, dass der erhohte d.r.-

Wert auf die zusitzliche Mutation in Position 96 zuriickzufiihren ist. Aus diesem Grunde
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mussten die beiden Mutationen aufgetrennt und somit zwei voneinander unabhingige
Mutanten erzeugt werden, die dann erneut beziiglich der d.r.-Werte analysiert werden sollten.

Die Erstellung zweier unabhingiger Mutanten durch die Aminosdureaustausche Phe87->Trp
und Gly96-> Asp erfolgte ebenso wie die anderen Mutationen {iber Quick-Change-PCR. Der
Austausch konnte in beiden Féllen mittels Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen werden
(Abb. 41) und die Proben wurden anschlieBend iiber Ni-NTA Affinitidtschromatographie

aufgereinigt.

Abb. 41: Aminosdureaustausch durch Quick-Change-PCR in Position 96 der LTAE, Gly > Asp

Von den beiden Einzel-Mutanten durch Austausch von Phe87->Trp und Gly96—> Asp wurde
anschlieBend die Aktivitdt mit Threonin als Substrat photometrisch bestimmt. Die folgende
Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Aktivitit und den Proteingehalt der beiden Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp-Enzym. Wihrend fiir die Trp87-Mutante eine sehr hohe Aktivitit

messbar war, konnte fiir die Asp96-Mutante keine Aktivitit festgestellt werden.

Tab. 33: Aktivititen der beiden Einzel-Mutanten durch Austausch in Position 87 und 96 im Vergleich zur
Wildtyp LTAE.

Mutante Aktivitat Proteingehalt |[spezifische Aktivitiit
(U/ml) (mg/ml) (U/mg)
ItaE-Wt 43,3 34,9 1,24
1taE-Asp96 - - -
ItaE-Trp87 119,0 14,7 8.07
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3.6.2 Biochemische Charakterisierung der Trp87-Mutante

Die durch den Austausch von Phenylalanin gegen Tryptophan in Position 87 des Enzyms
erhaltene Mutante LTAE-Trp87 sollte im Folgenden im Vergleich zum Wildtyp-Enzym néher
charakterisiert werden. Hierzu wurden das Temperaturoptimum und pH-Optimum des
gereinigten Enzyms, sowie die Stabilitdt und die kinetischen Konstanten nach Michaelis-
Menten bestimmt.

Sowohl die Temperatur, als auch der pH-Wert, sind wichtige Faktoren, die die Stabilitdt und
Aktivitdt eines Enzyms beeinflussen. Um das optimale Potential eines Enzyms zu nutzen, ist
die Analyse der Stabilitit und Aktivitdt durch duBlere Einfliisse notig, denn jedes Enzym hat
bestimmte Bedingungen unter denen es am besten funktioniert. Fiir die durchgefiihrten

Charakterisierungen wurden iiberexprimierte, aufgreinigte Enzympraparate verwendet.

3.6.2.1 Bestimmung des Temperatur-Optimums der Trp87-Mutante

Jedes Enzym besitzt ein Temperaturoptimum, bei dem seine Aktivitit und damit die
Reaktionsrate am hochsten ist. Um dieses Temperaturoptimum fiir die Trp87-Mutante und das
Wildtyp-Enzym in der Retro-Aldolreaktion fiir die Spaltung von L-Threonin zu bestimmen,
wurde der Ansatz fiir den gekoppelten Photometertest (Abschnitt 2.21.1) mit dem Enzym-
Rohextrakt, jedoch ohne Cofaktor NADH und Bickerhefe-ADH, 5 Minuten bei den
jeweiligen Temperaturen vorinkubiert. AnschlieBend erfolgte die Messung bei den
entsprechenden Temperaturen durch Zugabe des Cofaktors NADH und der Biackerhefe-ADH
bei 340 nm.
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Bestimmung des Temperaturoptimums
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Abb. 42: Bestimmung des Temperaturoptimums fiir die LTAE-Trp87 Mutante im Vergleich zum Wildtyp-
Enzym. Bis zu einer Temperatur von 30°C wurde die LTAE 1:10 verdiinnt eingesetzt, und ab einer Temperatur
von 40°C in einer Verdiinnung von 1:100. Die Mutante wurde bis 30°C 1:10 verdiinnt, ab 30°C — 50°C 1:100
verdiinnt und bei 60°C 1:200 verdiinnt eingesetzt.

Fiir das Wildtyp-Enzym nimmt die Aktivitit mit steigender Temperatur von 15°C auf 60°C
kontinuierlich zu (Abb. 42). Das Temperaturoptimum ist erst bei 60-70°C erreicht, was
durchaus mit den Literaturdaten nach Liu ef al. iibereinstimmt '°). Auch fiir die Tryptophan-
Mutante ist das Temperaturoptimum erst bei 60°C erreicht, bei 70°C ist aber bereits eine
Abnahme der Aktivitdt zu beobachten. Die Aktivitdt ist jedoch mit 386 U/ml dreimal so hoch
wie beim Wildtyp-Enzym mit 126 U/ml. Die erhéhte Temperatur von 60°C im Vergleich zur
Standard-Messtemperatur von 30°C bewirkt eine Verdopplung der Aktivitit der LTAE.

Nach zwei wochigem wiederholten Einfrieren und Auftauen der Enzym-Rohextrakte war nur
noch 50% der Ursprungsaktivitit von ~120 U/ml (gekoppelter Photometer-Assay bei 30°C)

bei der Mutante messbar.
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3.6.2.2 Bestimmung des pH-Optimums der Trp87-Mutante

Das pH-Optimum der Tryptophan-Mutante wurde durch Inkubation des Ansatzes fiir den
gekoppelten Photometertest in verschiedenen Puffern mit pH-Werten zwischen pH 4 und pH
11 bestimmt. Im sauren Millieu, bei pH 4-6 war keine Aktivitit messbar, das pH-Optimum

liegt im basischen Bereich bei einem pH-Wert von 9,3.

pH-Optimum der Trp87-Mutante

12
- 10- T
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S %,
—
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Abb. 43: Bestimmung des pH-Optimums der Trp87-Mutante.

3.6.2.3 Bestimmung der kinetischen Konstanten der Trp87-Mutante

Fir die Spaltung von L-Threonin in der Retro-Aldolreaktion wurden die kinetischen
Konstanten in Form der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) und der Michaelis-
Menten-Konstante (K,,) bestimmt. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit wird durch eine
komplette Sattigung des Enzyms mit Substrat erreicht. Das gesamte Enzym liegt dabei als
Enzym-Substrat-Komplex im Gleichgewicht vor und die Reaktionsgeschwindigkeit kann
durch eine weitere Erhohung der Substratkonzentration nicht mehr gesteigert werden. Die
Michaelis-Menten-Konstante (Ky,) ist ein Mal} fiir die Affinitdt zum Substrat und gibt die
Substratkonzentration an, bei der die Haélfte der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit

(Vmax/2) erreicht ist. Eine hohe Affinitit des Enzyms zum Substrat wird durch einen niedrigen
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Km -Wert wiedergegeben, wahrend ein hoher K, -Wert auf eine niedrige Affinitit zum
Substrat  hindeutet. Fiir die Bestimmung von Vg, und K, wurde die
Anfangsreaktionsgeschwindigkeit (v) der Spaltung von L-Threonin mit Hilfe des gekoppelten
Photometertests bestimmt (Abs. 2.21.1). Die erhaltene Anfangsreaktionsgeschwindigkeit (v)
wurde iiber der Substratkonzentration [S] nach Michaelis-Menten graphisch aufgetragen
(Origin) und v, und K, bestimmt (Abb. 44).

Der Wert fiir die Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) betrdgt 5,48 U/mg, der Kn,-Wert fiir die
Trp87-Mutante liegt bei 1,48 mM. Beim Wildtyp-Enzym liegen die literaturbekannten Werte
nach Liu ef al. bei 1,70 +/- 0,03 U/mg fiir Viax und 2,85 +/- 0,12 mM fiir K,.

| u TrpB?—MutantE|

= (0.98424

Vimag 548446 024718
Km 14516 020275

Anfangsreaktionsgeschwin digkeit (U/mg)

Substratkonzentration (mM)

Abb. 44: Bestimmung der kinetischen Konstanten V,,, und K, fiir die Tryptophan-Mutante
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3.6.3 Aufreinigung der E. coli TA (LTAE)

Die Aufreinigung der E. coli TA erfolgte liber Ni-NTA-Affinitdtschromatographie durch
Nutzung eines Vektors, der fiir einen N-terminalem Polyhistidinrest (Hise-tag) codiert. Hierzu
musste die E. coli TA, die zunédchst rekombinant im Vektor pET21a vorlag, in den geeigneten
Vektor pET28a, kloniert werden. AnschlieBend wurde das Enzym in E. coli BL21 (DE3)
liberexprimiert, die Zellen geerntet, aufgeschlossen, zentrifugiert und der Rohextrakt direkt
tiber Ni-NTA aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte im 15 ml MaBstab an der

Chromatographieanlage AKTA Explorer durch Elution mit einem Imidazol-Gradienten.

15

g\%/!ée?% .
35 kDa % ‘J:’ib‘:-i‘é}({-z;.&;_,_% % ’W‘w WW : i iii i i : ii i ; i : 5 iﬁi 1

Abb. 45: Aufreinigung der LTA aus E. coli iiber Ni-NTA Affinititschromatographie. M = prestained PAGE
ruler (Fermentas), Probe 1 — 15 = aktive Peak-Fraktionen nach Aufreinigung.

Die Aufreinigung war erfolgreich, wie man anhand des SDS-Gels der einzelnen Fraktionen
des Peak-Maximums erkennen kann (Abb. 45). Es ist nur eine Bande bei der fiir die LTAE
spezifischen molekularen GroBe eines Monomers von 35 kDa zu erkennen. Die iiber das
SDS-Gel analysierten reinen Elutionsfraktionen ohne erkennbare Fremdbanden wurden
gepoolt und mussten, da sie sich im Elutionspuffer mit hohem Salzanteil befanden, zunéchst
iiber mehrere Zentrifugations-Schritte in Centricons mit einer Ausschlussgrenze von 10 kDa
umgepuffert und anschlieBend aufkonzentriert werden.

Anschlieend wurde die TA-Aktivitdt des aufkonzentrierten Proteins photometrisch bestimmt.
Die volumetrische Aktivitit betrug 66 U/ml.

Durch die Absorption aromatischer Aminosduren bei 280 nm unter UV-Licht wurde mithilfe

der Extinktionskoeffizienten von Tryptophan und Tyrosin der Proteingehalt photometrisch
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bestimmt und betrug fiir die gereinigte LTA 30 mg/ml. Daraus resultiert eine spezifische

Aktivitit von 2,2 U/mg.

Die LTAE aus E. coli konnte mittels eines N-terminal fusionierten Hiss-Tags erfolgreich

iiber Metall-Affinititschromatographie (Ni-NTA) gereinigt und isoliert werden.

3.6.4 Kristallisierung & Strukturaufklirung der LTAE

Fiir die Kristallisierung der LTAE wurde frisch aufgereinigtes und gelfiltriertes Enzym mit
einer Proteinkonzentration von mindestens 10 mg/ml eingesetzt.

Kristalle konnten sowohl fiir das Apoenzym (mit Cofaktor PLP) als auch fiir den Enzym-
Substrat-Komplex mit Glycin erhalten werden.

Die Kristalle des Apo-Proteins sind schneller und ungeordneter gewachsen, als die Cokristalle
mit Glycin. Schneller heif3t in diesem Fall, dass die Apo-Kristalle nach etwa 30 Stunden ihre
endgiiltige GroBe von etwa 200 x 200 x 2 um bereits erreicht hatten, wihrend die Kristalle in
Anwesenheit von Glycin etwa 5-7 Tage gebraucht haben, um auf eine GroBe von etwa 300 x
300 x 4 pm zu wachsen. Kristalle wurden unter zwei verschiedenen Screeningbedingungen
erhalten. So konnten mit PEG400 und Additiven wie Calciumchlorid und Glycerin und auch
in Anwesenheit von Ammoniumsulfat, Natriumacetat und Natriumchlorid Kristalle beider
Ansitze erhalten werden. Abbildung 46 und 47 zeigt die Kristalle unter mikroskopischer
Auflésung und die dazu gehodrigen genauen Screening-Bedingungen. Die Kristalle, die mit
PEG400 erhalten wurden, sind recht zweidimensional im Vergleich zu den Ammoniumsulfat-
Kristallen, was bei der Datensammlung zu Problemen fiihren kann, jedoch erwiesen sie sich
als wesentlich stabiler, was man auch im Vergleich der Bruchkanten beider Kristalle erkennen
kann. Die Bruchkanten der PEG400-Kristalle sind glatt und eben, wihrend die der
Ammoniumsulfat-Kristalle uneben und briichig aussehen. Aufgrund der Instabilitdt lieBen
sich die feinen Kristalle fiir Optimierungsansétze und die Vermessung nur sehr schlecht aus
den Platten isolieren, ohne zu Zerbrechen. In einer weiteren Testreihe wurden jedoch
ausreichend viele Kristalle geziichtet, so dass aus beiden Bedingungen Kristalle {iberfiihrt und
optimiert werden konnten.

Die Optimierung sah fiir das Beispiel der letztlich besten Screening-Bedingung
folgendermaflen aus: Der erste Kristall war in einer Bedingung des “Crystal Screen 17

(Hampton Research) in Gegenwart von 100 mM HEPES, pH 7.5, 200 mM CacCl, und 28 %
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(v/v) PEG400 als Fillungsmittel gewachsen. Der 24-well Optimierungsansatz fiir diese
Kristallisationsbedingung ist in der folgenden Tabelle (Tab. 34) exemplarisch gezeigt. Dabei
wurde je 1 pl Protein-PLP-Losung (entweder mit oder ohne Glycin) mit 1 pl
Féllungsmittellosung gemischt und den entstehenden 2 pl-Tropfen iiber einem Reservoir von

1 ml Volumen &dquilibriert. Sowohl 4°C als auch 20°C wurden als Wachstumstemperaturen

ausprobiert.

Tab. 34: Beispiel fiir einen Optimierungsansatz in 24-well Platten.

100 mM HEPES 100 mM HEPES 100 mM HEPES 100 mM HEPES 100 mM HEPES 100 mM HEPES

pH 7.1,200 mM pH 7.1, pH 7.1, pH 7.1, pH 7.1, pH 7.1,

CaCl,, 22 % (v/v) | 200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,,

PEG400 24 % (v/v) 26 % (v/v) 28 % (V/v) 30 % (v/v) 32 % (v/v)
PEG400 PEG400 PEG400 PEG400 PEG400

100 mM HEPES 100 mM HEPES 100 mM HEPES 100 mM HEPES 100 mM HEPES 100 mM HEPES

pH 7.5, pH 7.5, pH 7.5, pH 7.5, pH 7.5, pH 7.5,

200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,,

22 % (v/v) 24 % (v/v) 26 % (v/v) 28 % (v/v) 30 % (v/v) 32 % (v/v)

PEG400 PEG400 PEG400 PEG400 PEG400 PEG400

100 mM HEPES 100 mM HEPES 100 mM HEPES 100 mM HEPES 100 mM HEPES 100 mM HEPES

pH 7.9, pH 7.9, pH 7.9, pH 7.9, pH 7.9, pH 7.9,

200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,,

22 % (v/v) 24 % (v/v) 26 % (v/v) 28 % (v/v) 30 % (v/v) 32 % (v/v)

PEG400 PEG400 PEG400 PEG400 PEG400 PEG400

100 mM HEPES 100 mM HEPES 100 mM HEPES 100 mM HEPES 100 mM HEPES 100 mM HEPES

pH 7.1,200 mM pH 7.1, pH 7.1, pH 7.1, pH 7.1, pH 7.1,

CaCl,, 22 % (v/v) | 200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,, 200 mM CaCl,,

PEG400 24 % (v/v) 26 % (v/v) 28 % (v/v) 30 % (v/v) 32 % (v/v)
PEG400 PEG400 PEG400 PEG400 PEG400
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100 mM HEPES, pH 7.5
200 mM CaCl;
3% [t PFEGA00

100 m HEPES, pH 7.5
200 mM CaCl
30 % (wv) PEGA00

2.5 % (wiv) Ghycerin

100 mM Natmiem-Acetal, pH 4.8
200 mm NaCl
1.4 M Ammoniumsuliat

100 mid Natrum-Acetat, pH 4.8
200 mM NaCl
1.5 M Ammoniumsulfat

Abb. 46: LTAE-KTristalle des Apoenzyms in zwei unterschiedlichen Kristallisationsbedingungen.
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Abb. 47: Optimierte Kristalle der LTAE mit Glycin, gewachsen in 100 mM HEPES, pH 7.5, 200 mM CaCl2,

30 % (v/v) PEG 400 Proteinlésung vorinkubiert mit 25 mM Glycin.

Tab. 35: Details zu den jeweils besten Datensétzen der Rontgenstrukturanalyse von LTAE mit und ohne Glycin.

LTAE ohne Glycin LTAE mit Glycin
Rontgenquelle BESSY MX 14.1 BESSY MX 14.1
Detektor MAR225 MAR225
Wellenlinge (A) 0.91841 0.91841
Raumgruppe C2221 C2221
Gitterkonstanten a,b,c (A) 76.51, 100.79, 175.85 76.30, 100.89, 176.35
Drehwinkel (°) 0.3 0.2
Molekiile in der
asymmetrischen Einheitszelle | 2 2
Auflésung, gesamt (A) 35-1.90 35-1.80
Aufldsung, hochste Schale(A) | 1.95—1.90 1.85-1.80
Anzahl der Gesamtreflexe 214763 (12623) 373328 (27464)
Anzahl einzigartiger Reflexe 53345 (3647) 62960 (4593)
Vollstandigkeit (%) 99.0 (92.7) 99.5(99.4)
Redundanz 4.0 (3.5) 13.6 (13.7)
I/o(I) 17.4 (3.75) 17.1 (3.25)
Rmerge (%) 9.5 (47.1) 9.1 (50.2)

Die Struktur des Apoenzyms lie} sich nach der Methode des molekularen Ersatz (MR)

problemlos 16sen. Dazu wurde die bekannte Struktur der L-Threonine-Aldolase aus

Thermotoga maritima (PDB-Codes 1LW5 und 1L.W4) benutzt.

Die Strukturen wurden anschlieBend mit der Phenix Software Suite verfeinert. Fir die

Glycin-gebundene Struktur liegen die kristallographischen R-Werte (ein Ma@ fiir die globale
Richtigkeit der Struktur) bei aktuell 18.25 und 14.87% (Rwork, respektive Rfree) bei einer

Standardabweichung der Bindungswinkel um 1.09° und der Bindungslingen um 0.008 A. Die
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Auflésung lag fiir das Apo-Enzym bei ~ 1,9 A und fiir das Enzym mit Glycin sogar bei bis zu
1,8 A. Das sind, verglichen mit Strukturen #hnlicher Aufldsung, gute Werte.

Jedoch ist die Strukturaufkldrung fiir den Enzym-Substrat-Komplex mit Glycin deutlich
schwieriger gewesen. Kielkopf et al. schreiben, dass im Thermotoga-Enzym der
Besetzungsgrad mit Substrat bezogen auf die einzelnen Monomere im Kristallgitter stark
unterschiedlich sein kann. In den ersten Datensdtzen konnte beobachtet werden, dass
anscheinend nur ein kleiner Teil der Proteine im Kristallgitter auch tatsdchlich Glycin
gebunden hatte, wenn in Gegenwart von Glycin co-kristallisiert wurde. Es wurden mehrere
Datensitze von Kristallen, die in Gegenwart von Glycin gewachsen sind, erhalten, jedoch
lasst sich das Glycin nur innerhalb der Elektronendichte vermuten. Durch sogenanntes
,»S0aking® (Zugabe von frischem Glycin zum Cryomittel vor dem Gefrieren der Kristalle)
konnten jedoch eindeutige Elektronendichten fiir gebundenes Glycin erhalten werden.

Die folgende Abbildung (Abb. 48) zeigt die aufgeldste Struktur des LTAE Apoenzyms mit
gebundenen Cofaktor und einen anhand der Elektronendichteverteilung geldsten
Strukturvorschlag fiir den Enzym-Substrat-Komplex mit Glycin.

Das PLP ist im Apoenzym via Schiff’sche Base iliber Lysin 197 im aktiven Zentrum gebunden
und bildet ein internes Aldimin (Abb. 48a)) Abbildung 48b zeigt die Elektronendichte-
Verteilung zwischen PLP, welches nun vom Lysin wieder geldst ist, und Glycin, wodurch

sich ein externes Aldimin bildet.

Abb. 48: Struktur der LTAE im aktiven Zentrum. a) = internes Aldimin, Cofaktor PLP gebunden via Schiff’sche
Base iiber Lysin 197, b) = externes Aldimin, Cofaktor gebunden iiber Glycin. Stabilisierende
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den einzelnen Aminosduren, bzw. zu Wassermolekiilen (x) sind durch
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gestrichelte Linien dargestellt. Die Gitternetzebene gibt die aus den Datensdtzen erhaltene
Elektronendichteverteilung an.

Desweiteren sieht man weitere im aktiven Zentrum vorhandene Aminosduren, wie das
Histidin 83, welches ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Substrat-Bindung zu Threonin und
der Stereospezifitit des Enzyms spielt.

Die E. coli LTAE liegt kristallisiert als Dimer vor, wobei eine Untereinheit 35 kDa grof3 ist
und aus zwolf a-Helices und 13 B-Faltbléttern besteht (Abb. 49).

Abb. 49: a) Dimer und b) Monomer der E. coli LTAE mit gebundenem Cofaktor PLP im aktiven Zentrum.

Die Kiristallisierung der LTAE war sowohl fiir das Apo-Enzym als auch fiir die Co-
Kristallisation mit Substrat Glycin erfolgreich. Kristalle konnten bis zu einer Auflosung

von 1.85 A erhalten und die Struktur problemlos aufgekliirt werden.
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4. Diskussion

4.3 Screening-Wege

4.3.1 Screening von Stammsammlungen

Das Screening von Stammsammlungen ist eine einfache Methode, um nach aktiven Enzymen
zu suchen, da hierbei auf eine Vielzahl unterschiedlicher Mikroorganismen zuriickgegriffen
werden kann. Jedoch lassen sich mit dieser Methode keine vollkommen neuen Enzyme
finden. AuBlerdem benétigt man die sequenzierten Genome der jeweiligen Mikroorganismen,
um nach festgestellter Aktivitdt im Wildtyp einen Zugang zu den Genen und somit zu den
rekombinanten Enzymen durch einen Sequenzvergleich (BLAST) zu erhalten. Alternativ ist
es nodtig ein Hochdurchsatz-Screening-System zu etablieren.

Es wurden verschiedene Sammlungen mit einer Vielzahl unterschiedlicher Mikroorganismen
auf Vorhandensein von Enzymen mit Threonin-Aldolase-Aktivitét getestet.

Hierzu wurde auf der einen Seite die hauseigene Sammlung nach Enyzmen mit TA-Aktivitét
durchsucht, auf der anderen Seite wurde gezielt durch vorhergehende Datenbank- oder
Literaturrecherche, die auf das Vorhandensein einer Threonin-Aldolase oder SHMT
hingewiesen hat, eine bestimmte Sammlung (z.B. DSMZ-Stammsammlung) durchsucht.

Auf diesem Wege konnten mehrere neue aktive Enyzme mit TA-Aktivitdt identifiziert
werden. Von grofitem Interesse war die Stereoselektivitdt dieser Enzyme hinsichtlich des -C-
Atoms der durch die Enzymkatalyse entstandenen  -Hydroxy-o-aminosdure. Da die
Threonin-Aldolasen in der Aldolreaktion im Allgemeinen hoch spezifisch beziiglich der
Synthese des a-C-Atoms sind (mit ee > 99%), jedoch nur ungeniigende Selektivitidten am f3-
C-Atom aufweisen, war die Bestimmung der Diastereoselektivitét tiber den d.r.-Wert mittels
NMR notwendig. GroBte Bedeutung, insbesondere fiir die pharmazeutische Industrie, besitzen
die diastereomerenreinen threo-Verbindungen der chiralen B-Hydroxy-oa-aminoséduren.

Die Analyse der in Sammlungsstimmen gefundenen Stdmme, die TA-Aktivitit aufweisen,
lieferte hauptsdchlich die bevorzugten threo-spezifischen Enzyme. Meist waren die Spektren
jedoch sehr schlecht auswertbar, die Maxima nur schwierig integrierbar und der Umsatz
schlecht bestimmbar. Dies lag daran, dass die Ausbeute nach der enzymatischen Umsetzung
und anschlieBender Derivatisierung des Produktes Phenylserin oft zu gering war. In den
meisten Fillen konnte nur ein ungefdhres Verhiltnis threo:erythro geschitzt werden oder eine

grobe Aussage iiber den Uberschuss eines Isomers gemacht werden.
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Fiir die Arthrobacter-Stdimme konnte der Umsatz und das Diastereomerenverhéltnis eindeutig
bestimmt werden. Alle in Arthrobacter gefundenen Enzyme mit TA-Aktivitét zeigen threo-
Spezifitit fiir die Aldolreaktion, doch sind die d.r.-Werte immer noch in der Gréf3enordnung

bereits bekannter Enzyme.

Durch Screening von Stammsammlungen konnten Enzyme mit Threonin-Aldolase-
Aktivitit gefunden werden, jedoch liegen die Werte fiir die Diastereomerenverhéltnisse

unterhalb dessen, was fiir die enzymatische Aldolreaktion angestrebt wird.

4.3.2 Anreicherung Phenylserin-abbauender Mikroorganismen aus Bodenproben

Die Anreicherung Phenylserin-abbauender Mikroorganismen aus Bodenproben bietet einen
Zugang zu vollkommen neuen Enzymen mit den gewlinschten Eigenschaften. Wihrend der
Metagenom-Ansatz eine kultivierungsunabhingige Methode zur Isolierung des gesamten
Genpools eines Habitats ermdglicht, werden durch die Anreicherung mit einem bestimmten
Substrat als Nahrstoffquelle in Minimalmedium gezielt nur die Mikroorganismen aus diesem
Habitat kultiviert, die in der Lage sind, dieses Substrat auch in Stoffwechselprozessen zu
verwerten. Durch Kultivierung der gesamten Bodenproben auf Minimalmedium mit
Phenylserin als alleiniger Kohlenstoffquelle konnten selektiv Mikroorganismen erhalten
werden, die in der Lage sind, Phenylserin umzusetzen, bzw. in einer Art und Weise
abzubauen. Ob dies jedoch auch in der gewiinschten Weise, also durch eine Threonin-
Aldolase oder ein verwandtes Enzym in einer Retro-Aldolspaltung erfolgt, musste im
Folgenden durch geeignete Analyse der erhaltenen Bodenproben-Mikroorganismen {iberpriift
werden. Hierfiir mussten die Mikroorganismen erst einmal in Reinkultur konserviert und
anschliefend der zellfreie Rohextrakt fiir alle weiteren Tests gewonnen werden. Auf den
meisten Platten war nach einigen Tagen starkes Wachstum vieler schon mit bloBem Auge
erkennbar unterschiedlicher Mikroorganismen zu sehen. Doch war es schwierig die
Mikroorgansimen zu vereinzeln, es wurden immer wieder Verunreinigungen verschleppt.
Einige Mikroorganismen schienen an einen anderen Mikroorganismus und dessen Wachstum
gebunden zu sein. So konnten nicht aus allen urspriinglich 16 Bodenproben Phenylserin-
abbauende Mikroorganismen gefunden werden, jedoch wurden aus einigen Bodenproben
mehrere Organismen mit potenziellen Threonin-Aldolasen erhalten. Bei diesen Boden handelt

es sich um sehr lehmige, erdige Boden, die zum Teil auch vermehrt von Regenwiirmern und
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anderen Insekten bewohnt wurden und wohl sehr nihrreich waren; sowie Kompostproben, die
ebenfalls eine breite Vielfalt an Mikroorganismen beherbergen. Aus den sehr sandigen Boden
konnten keine Mikroorganismen nach Kultivierung auf Phenylserin gewonnen werden;
wahrscheinlich waren diese Boden mit keiner sehr groflen Vielfalt an Mikroorganismen oder
mit extremophilen Mikroorganismen besiedelt, die iiber keine Enzyme mit TA-Aktivitit
verfiigen. Es sind einige Threonin-Aldolasen aus in erdigen Boden lebenden Organismen, wie
aus dem Bodenbakterium Pseudomonas putida, bekannt, so dass die Wahrscheinlichkeit grof3
war, im erdigen Boden einen Stamm zu finden, der TA- Aktivitét besitzt.

Um die einzelnen Stdmme zu separieren und zu konservieren, mussten die Kulturen, nachdem
sie auf Platte bereits dreimal fraktioniert ausgestrichen wurden, in fliissigem Minimalmedium
mit Phenylserin kultiviert werden. Dies erwies sich als schwierig, da die Stimme nur sehr
langsam mit geringer Zelldichte oder zum Teil gar nicht wuchsen. Alternativ wurden die
Stimme deshalb auf Agar-Platten ausgestrichen und so lange kultiviert, bis die Platte dicht
bewachsen war und die Zellen anschlieBend mit Medium und einem Spatel von der Platte
»abgeschwemmt*.

Die Analyse der gewonnenen zellfreien Rohextrakte der einzelnen Bodenproben-Isolate
wurden in einer ersten Screeningrunde mit Phenylserin in der Retro-Aldolspaltung umgesetzt
und mittels GC analysiert um die Stimme mit Enzymen mit TA-Aktivitdt von denen ohne
Aktivitdt zu separieren. Die Enzym-Aktivitit wurde auf diese Weise nicht bestimmt, aber
durch einen relativ hohen Durchsatz von Proben an der GC konnte direkt eine Aussage auf
das Vorhandensein eines Enzyms, das Phenylserin in der Retro-Aldolreaktion in Benzaldehyd
spaltet, getroffen werden. Zur Bestimmung von Enzym-Aktivititen kann ein gekoppelter
Photometertest mit einer ADH, die den Benzaldehyd unter NADH-Verbrauch zum
Benzylalkohol umsetzt, verwendet werden. Hier kann jedoch nicht jede beliebige ADH
verwendet werden, sondern nur ein fiir Benzaldehyd spezifisches Enzym, wie die ADH aus
der Pferdeleber (HL-ADH) oder aus Rhodococcus ruber (RR-ADH). Da die HL-ADH nicht
verfiigbar war und die RR-ADH keine hohe Aktivitdt fiir die Reaktion zeigte, wurde derselbe
Test unter Verwendung des natiirlichen Substrates der TAs, L-Threonin, genutzt, wobei hier
der entstehende Acetaldehyd durch eine kommerziell verfiigbare ADH aus S. cerevisiae
nachgewiesen werden kann.

Die Analyse der Umsetzungen mit den Bodenproben-Isolaten zeigte, dass fast alle Isolate
Phenylserin durch ein geeignetes Enzym in Benzaldehyd spalten konnten. Die restlichen
Isolate, die zwar ebenfalls auf Phenylserin als C-Quelle kultivierbar waren, miissen in der

Lage sein das Phenylserin anderweitig zu verwerten. Phenylserin kann zum Beispiel in einer
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Deaminierung durch das Pyridoxalphosphat-abhingige Enzym Phenylserin-Deaminase zu
Phenylpyruvat umgesetzt werden '),

Die Analyse der in der Spaltreaktion positiven Isolate mit TA-Aktivitdt in Syntheserichtung
war von entscheidender Bedeutung, da die Umsétze und d.r.-Werte so bestimmt werden
konnten. Hier lieferten sieben Isolate aus den Bodenproben deutlich erhdhte d.r.-Werte mit >
80: 20 im Vergleich zu den meisten literaturbekannten Enzymen, jedoch waren die Umsétze
in den meisten Féllen sehr gering. Mit hohen d.r.-Werten gingen niedrige Umsétze einher; je
besser der Umsatz, desto schlechter war auch d.r.-Wert. Lediglich das Isolat B13b) konnte bei
einem guten de von >90% auch einen hohen Umsatz von 81% fiir die Synthese von
Phenylserin in der Aldolreaktion erzielen und nimmt damit eine bedeutende Rolle ein.
Enzyme mit Threonin-Aldolase-Aktivitit, die hoch diastereoselektiv sind und hohe Umsitze
in der Aldolreaktion zeigen sind selten und es gibt wenige literaturbekannte Beispiele hierfiir.
Da hohe Diastereoselektivitdten meist nur unter kinetischer Kontrolle, nach kurzer Umsatzzeit
erhalten werden, sind die Umsétze dementsprechend gering.

Solch hohe d.r.-Werte, wie sie durch die Enzyme der Bodenproben-Isolate fiir das threo-
Isomer erhalten wurden, konnten bislang entweder nur durch den Nutzen von D-spezifischen
Enzymen, oder durch Verwendung substituierter Derivate des Aldehyds erhalten werden. Hier
sind besonders die Halogen-substituierten Benzaldehyde zu nennen, mit denen unter
Verwendung L-spezifischer Enzyme d.r.-Werte von 80:20 (threo:erythro) erhalten werden
konnen.

Von groBBer Bedeutung fiir die industrielle Anwendung der TAs in der Synthese von [} -
Hydroxy-a-aminoséuren wire es somit, dieses Enzym aus dem Bodenproben-Isolat B13b) zu

identifizieren und rekombinant zu erhalten.

Die Anreicherung Phenylserin-abbauender Mikroorganismen aus Bodenproben lieferte
einige neue Enzyme mit deutlich verbesserten d.r.-Werten im Vergleich zu den bisher
veroffentlichten Threonin-Aldolasen. Jedoch waren die Umsiitze fiir die meisten Enzyme

sehr niedrig und daher immer noch fiir die enzymatische Aldolreaktion limitierend.
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4.3.2.1 Kultivierung der Isolate auf Threonin als Kohlenstoff-Quelle

Durch Kultivierung der aus der Anreicherung mit Phenylserin gewonnenen konservierten
Bodenproben-Isolate auf Minimalmedium mit Threonin als Kohlenstoffquelle sollte getestet
werden, ob die Isolate beide Substrate gleichermallen als Kohlenstoffquelle fiir ihr Wachstum
nutzen und ob die Enzyme zwischen den beiden Substraten unterscheiden und eine Spezifitét
zeigen. Dies sollte bei erfolgreichem Wachstum auf Threonin im Folgenden in der Retro-
Aldolreaktion durch einen Aktivititstest am Photometer, sowie durch eine GC-Analyse
getestet werden. Dem Minimalmedium wurde Threonin in derselben Konzentration zugesetzt
wie Phenylserin in der ersten Anreicherung der Isolate. Alle Isolate aus der Phenylserin-
Anreicherung waren auch mit Threonin im Medium kultivierbar und sind sogar schneller und
dichter angewachsen, als bei vorheriger Kultivierung auf Phenylserin. Threonin konnte somit
als Kohlenstoffquelle genutzt und somit von den Mikroorganismen metabolisiert werden.

Die anschlieend aus den Zellen isolierten Rohextrakte zeigten jedoch in der Umsetzung mit
Phenylserin als Substrat in der gaschromatographischen Analyse keine Aktivitdit mehr in
Form von gebildetem Benzaldehyd. Dies ldsst die Vermutung zu, dass die Bildung der
Enzyme mit Threonin-Aldolase-Aktivitit erst bei Vorhandensein von Phenylserin im
Minimalmedium induziert wird und es sich wahrscheinlich dabei um spezifische,
literaturbekannte Phenylserin-Aldolasen handelt. Das Phenylserin ist dafiir verantwortlich,
dass die Exprimierung der Enzyme erst stattfinden kann.

Threonin wird jedoch ebenfalls als Kohlenstoffquelle akzeptiert und induziert Wachstum,
jedoch bleibt hier die Induktion der fiir die Spaltung von Phenylserin verantwortlichen
Aldolase aus und die Retro-Aldolspaltung mit Phenylserin als Substrat kann deshalb nicht
mehr stattfinden. Da Threonin jedoch auch als C-Quelle verwertet werden konnte, bleibt die
Frage, wie dies durch die Bodenproben-Isolate moglich war. Es gibt einige Abbauwege von
Threonin in lebenden Organismen. Threonin kann nicht nur in einer Retro-Aldolreaktion
durch eine Threonin-Aldolase gespalten werden, sondern auBlerdem gibt es noch die
Moglichkeit der Umsetzung zu Propionyl-CoA, oder die Umsetzungen durch die Enzyme
Threonin-Deaminase und Threonin-Dehydrogenase. Um zu iiberpriifen, ob Threonin im
Minimalmedium von den Mikroorganismen tatséchlich von einer Threonin-Aldolase, die
spezifisch fiir Threonin als Substrat ist, umgesetzt wurde, wurde anschliefend der aus der
Kultivierung erhaltene Enzym-Rohextrakt mit Threonin als Substrat photometrisch auf
Aktivitit untersucht. Im Falle einer Threonin-Aldolase-Reaktion hitte hier Aktivitit gemessen

werden konnen, da der freigesetzte Acetaldehyd durch die gekoppelte ADH-Reaktion unter
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NADH-Verbrauch zum entsprechenden Alkohol umgesetzt worden wére. Dies war jedoch
nicht der Fall und belegt, dass die Bodenproben-Isolate iiber kein weiteres Enzym mit
Threonin-Aldolase-Aktivitdt verfiigen, dass in der Lage ist Threonin umzusetzen. Dieses
scheint vielmehr anderweitig verstoffwechselt zu werden, z.B. zu Propionyl-CoA, einem

wertvollen Metaboliten in Stoffwechselprozessen.

Die durch Phenylserin-Anreicherung aus Bodenproben gewonnenen Enzyme mit
Threonin-Aldolase-Aktivitit sind mit grofler Wahrscheinlichkeit allesamt induzierbare
Enzyme- sogenannte Phenylserin-Aldolasen! Eine Anzucht der Isolate auf Threonin als
Kohlestoffquelle induztiert zwar Wachstum der Stimme, jedoch wird Threonin nicht in

einer Aldolreaktion durch eine Threonin-Aldolase gespalten.

4.3.2.2 Identifizierung der Phenylserin-abbauenden Organismen aus Bodenproben

Zur Identifizierung der aus Bodenproben gewonnenen Mikroorganismen, die in der Lage sind,
Phenylserin in einer Aldolspaltung durch eine Threonin-Aldolase oder ein vergleichbares
Enzym mit TA-Aktivitdt abzubauen, wurde die fiir jeden Mikroorganismus spezifische 16s-
rRNA mittels PCR amplifiziert und sequenziert. Anhand dieser spezifischen Sequenz konnte
durch Datenbankanalyse eine Stammidentifizierung iiber die Ahnlichkeit zu bereits
gespeicherten 16S-rRNA Daten durchgefiihrt werden. Diese Identifizierung war in den
iiberwiegenden Fillen sehr eindeutig fiir einen bestimmten Organismus. Insgesamt konnten
aus den Bodenproben-Isolaten fiinf verschiedene Bakterienarten identifiziert werden:
Pseudomonas, Arthrobacter, Acinetobacter, Paenibaciullus und Sphingobakterium.

Diese Organismen sind alle bekannt als Bodenbewohner, besonders Pseudomonas ist ein
vielverbreitetes Bodenbakterium. Aus Pseudomonaden und Arthrobacter-Stimmen sind
bereits Enzyme mit TA-Aktivitdt bekannt und Sequenzen verdffentlicht.

Hierbei handelt es sich um L-spezifische und L-allo-spezifische TAs **; desweiteren

berichten Misono et al. %

tiber eine spezifische Phenylserin-Aldolase aus Pseudomonas
putida. Jedoch ist in allen Fillen auch fiir diese bekannten Enzyme der Umsatz und
Diastereomereniiberschuss in der Aldoleraktion der limitierende Faktor. Die de-Werte liegen
fiir die L-TAs typischerweise unter kinetischer Kontrolle bei >30 % fiir die threo-Verbindung
(d.r.-Wert 65:35 threo:erythro), unter thermodynamischer Kontrolle bei 21 % (d.r.-Wert ~

60:40 threo:erythro).
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4.3.3 In Silico-Screening ausgehend von bekannten TA-Sequenzen

Durch das in Silico-Screening konnten ausgehend von den Sequenzen der beiden TAs aus E.
coli und S. cerevisiae fiinf neue rekombinante Enzyme mit TA-Aktivitdt gefunden werden.
Nach Analyse zeigt sich jedoch, dass die d.r.-Werte fiir die Synthese von Phenylserin in der
Aldolreaktion zwar zugunsten der threo-Verbindung waren, jedoch keine signifikant
verbesserten Werte zu den bisher verdffentlichten Threon-Aldolasen darstellen. Die Umsitze
waren allerdings bei allen Umsetzungen mit den neuen Enzymen mit Werten bis zu 90% sehr
hoch. Solche hohen Umsidtze wurden bei der enzymatischen Aldolreaktion nur selten bei
kurzen Umsatzzeiten erreicht. Hohe Umsdtze sind meist nur unter thermodynamischer
Kontrolle der Reaktion zu erzielen und stellten bislang eine groBe Limitierung der
enzymatischen Synthese von B-Hydroxy-o-aminosduren mit Threonin-Aldolasen dar.

Ausgehend von solch hohen Umsitzen wire eine Optimierung der Reaktion und eine
Variation der Benzaldehyd-Komponente durch Derivate, die literaturbekannt zur Erh6hung

der Diastereoselektivitdt fiihren, von groBBem Interesse.

Das in silico-Screening lieferte ausgehend von zwei bereits bekannten Threonin-
Aldolase-Sequenzen fiinf neue rekombinante threo-spezifische Enzyme. Jedoch sind die
Diastereomerenverhiltnisse allesamt nur in der Groflenordnung von bisher bereits

bekannten Threonin-Aldolasen. Die Umsitze waren fiir diese neuen Enzyme sehr hoch

fiir eine enzymatische Aldolreaktion.

4.4 Hochdurchsatz-Screening mithilfe eines Selektions-Stammes

Pseudomonas putida KT2440 ist in der Lage, viele aliphatische und aromatische
Kohlenstoffverbindungen als Nahrstoffquelle zu nutzen und zu metabolisieren. So kann auch
Benzaldehyd, welches ausgehend von Phenylserin als Substrat das Spaltprodukt der Retro-
Aldolreaktion darstellt, im Mandelat-abbauweg verstoffwechselt werden. Aufgrund dieser
Tatsache ist P. putida KT2440 ein geeignetes Selektionssystem fiir die Identifizierung neuer
Threonin-Aldolasen. Doch das Selektionssystem kann nur genutzt werden, wenn der Stamm
das Substrat Phenylserin selbst nicht als Kohlestoffquelle nutzen kann und iiber kein eigenes
Enzym mit TA-Aktivitdt verfiigt. In ersten Wachstumstest auf Minimalagar mit Phenylserin
als C-Quelle konnte zundchst kein Wachstum des Stammes nachgewiesen werden. Doch bei

Wiederholung dieser Experimente zu einem spéteren Zeitpunkt der Arbeit waren die
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Pseudomonaden in der Lage auf dem Minimalagar mit Phenylserin zu wachsen und dieses
somit als Néhrstoffquelle zu verwerten. Um auszuschlieBen, dass dieses Wachstum durch eine
Instabilitdt des Phenylserins und einen friihzeitigen Zerfall in Benzaldehyd (so wie es nach
Autoklavieren z.B. der Fall ist) verursacht wird, wurde eine Testreihe zur Stabilitit des
Phenylserins angelegt. Phenylserin wurde bei verschiedenen Temperaturen im
Minimalmedium tiber mehrere Tage inkubiert und anschlieBend mittels GC auf gebildetes
Benzaldehyd iiberpriift. Auf diese Weise konnte ausgeschlossen werden, dass das Wachstum
auf einer Instabilitit des Phenylserins beruht, denn auch nach zweiwdchiger Inkubation des
Phenlyserins bei RT in Minimalmedium, war nach gaschromatographischer Analyse kein
Zerfall in Benzaldehyd nachweisbar. Da die Anzucht der Mikroorganismen immer innerhalb
dieser Zeitspanne erfolgte, war somit eine Stabilitit der Kohlenstoffquelle Phenlyserin
gewihrleistet. Somit war nahe liegend, dass der Stamm bereits iiber ein Enzym mit Threonin-
Aldolase-Aktivitit verfligt und eine Genom-Analyse des durchsequenzierten Organismus
bestitigte diese Annahme. Die putative Threonin-Aldolase wurde im Folgenden durch
analytische Umsetzungen und Aktivitdtstest als aktives Enzym identifiziert. Um diesen
Stamm fiir die Identifizierung neuer Threonin-Aldolasen, besonders der neu gefundenen guten
Enzyme aus den Bodenproben-Isolaten, als Selektions-System und somit als Horchdurchsatz-

Screening-Methode zu nutzen, musste dieses Gen durch Deletion ausgeschaltet werden.

P. putida KT2440 kann durch die Moglichkeit Benzaldehyd im Mandelat-Abbauweg zu
verstoffwechseln als Wachstums-induziertes Selektionssystem eingesetzt werden. Jedoch
ist eine weitere Bedingung, dass das Wachstum auf Phenylserin als Kohlestoffquelle
ausbleibt. Da der Wildtyp-Stamm jedoch iiber eine aktive Threonin-Aldolase verfiigt,
muss dieses Gen erst deletiert werden, um das Selektionssystem zur Identifizierung der

neuen Threonin-Aldolasen zu nutzen.
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4.5 Konstruktion eines Threonin-Aldolase defizienten Stammes P. putida

Zur Konstruktion eines Threonin-Aldolase defizienten Stammes P. putida KT2440 standen
diverse Methoden zur Verfiigung, die parallel angewandt wurden. Die Deletion kann iiber ein
Klonierungs-Schema in einen Sub-Klonierungsvektor eingefiigt werden, oder die
Konstruktion der Deletionsmutante iiber ein PCR-Schema durch Overlap-Extension PCR
schrittweise erfolgen. Beide Methoden lieferten kein Ergebnis, da sowohl die Klonierungen
als auch die PCRs nur bis zu einem bestimmten Punkt funktionierten. Alternativ wurde nach
einer Gen-internen Schnittstelle innerhalb des PpTA-Gens gesucht, {iber die die Kassette zur
Deletion des intakten Gens direkt insertiert werden konnte. Hier bot sich nur das Enzym Eagl
an, das relativ mittig im pp7A4-Gen schneidet und weder im Vektor, noch innerhalb der
Kassette Schnittstellen aufweist. Auch auf diese Weise konnte kein Konstrukt zur Deletion

des PpTA-Gens in den suizidvektor pSUP202 eingebracht werden.

Die Konstruktion eines Threonin-Aldolase defizienten Stammes durch Deletion des
Threonin-Aldolase Gens PpTA in P. putida KT2440 lieferte im Rahmen dieser Arbeit
keine Ergebnisse und scheiterte bereits am Klonierungsschema oder an der Overlap-
Extension-PCR.

4.6 Erstellung einer DNA-Bank in E. coli

Zur Erstellung einer DNA-Bank der Bodenproben-Isolate musste die DNA der Isolate
zunichst partiell in 6 — 10 kb groBe Fragmente restringiert werden. Hierfiir war nur sehr reine,
hoch konzentrierte DNA geeignet, die nur aus einer Phenol-Chloroform-Extraktion mit
mehrmaliger Reinigung der DNA erhalten werden konnte, wéhrend die Verwendung
kommerzieller Kits keine geeignete DNA lieferte.

Auch wenn das Selektionssystem fiir die Bodenproben noch nicht zur Verfiigung stand, wurde
die aus den Bodenproben B10b) und Bllc2) erhaltene Gen-Bank zunichst in P. putida
transformiert und der gesamte Transformationsansatz in Minimalmedium mit Phenylserin als
Kohlenstoffquelle angezogen. Von dem Gen-Pool wurde die Plasmid-DNA isoliert und
anschlielend in E. coli transformiert, wobei hier nicht selektiert werden kann. Da wir jedoch
davon ausgehen, dass es sich bei den Bodenproben-Enzymen um induzierbare Aldolasen
handelt, die erst bei Vorhandensein des Substrats Phenylserin im Medium produziert werden,

konnte eine iberschaubare Anzahl an Transformanden auf den Platten erwartet werden. Dies
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war auch der Fall; die Platten waren nur mit ca. 25 Kolonien bewachsen, so dass alle Klone
auch ohne Hochdurchsatz-Screening Methode per Hand getestet werden konnten. Hierzu
wurden die verschiedenen Klone in E. coli liberexprimiert und der aus der Expression
erhaltene Rohextrakt in der Aldolspaltung mit GC und in der Synthese-Richtung mittels NMR
analysiert und anschlieBend aus den NMR-Spektren die Umsdtze und die d.r.-Werte
bestimmt. Die Ergebnisse waren mit den Wildtyp-Umsetzungen identisch, zum Teil waren
die d.r.-Werte noch verbessert und deutlich hoher, als die d.r.-Werte aus Umsetzungen mit
den anderen neuen Enzymen aus dem in silico-Screening oder dem Stammsammlungs-
Screening. Es handelt sich bei den Enzymen somit um hoch threo-spezifische Threonin-
Aldolasen aus den Bodenproben-Isolaten. Die Isolate konnten nach 16S-rDNA-Analyse als
Acinetobacter sp. (Bllc2) und Pseudomonas sp. (B10b) identifiziert wurden. Die
Negativkontrolle von Leervektor in E. coli und nur E. coli Rohextrakt lieferte keinen Umsatz
in der Synthese von Phenylserin und es ist somit auszuschlieBen, dass ein E. coli-eigenes
Enzym fiir solch hohe Diastereomerenverhéltnisse verantwortlich ist. Das E. coli eigene
Enzym mit TA-Aktivitdt (TA bzw. SHMT) zeigt keine Aktivitit, da dieses Enzym nicht
exprimiert wurde und somit wahrscheinlich nicht in ausreichender Menge in den Zellen
vorlag, um die Aktivitdt zu beeinflussen.

Eine anschlieBende Restriktionsanalyse mit verschiedenen Enzymen sollte den Vektor mit
dem Insert aus der DNA-Bank schneiden und somit die durchschnittliche Insertgrofe der
Gen-Bank bestimmt werden. Fiir diese Restriktionsanalysen und eine anstehende
Sequenzierung der Inserts musste jedoch zunichst einmal eine ausreichende Menge an DNA
prapariert werden, weshalb die urspriinglichen Proben erneut transformiert wurden. Die
anschliefende Restriktionsanalyse zeigte jedoch nur ein Bandenmuster fiir den Vektoranteil,
es waren keine Inserts fiir beide Proben B10b) und B11c2) vorhanden. Eine anschlieende
Sequenzierung bestétigte dieses Ergebnis, es konnte nur Vektoranteil editiert werden.

Es konnten jedoch aus der urspriinglichen Plasmid-DNA beider Proben sowohl Umsétze, als
auch Aktivititen in der Aldolspaltung, sowie in der Synthese von Phenylserin eindeutig
analytisch nachgewiesen werden. Es wurden sehr hohe d.r.-Werte gemessen, die nicht von
einem E. coli-eigenen Enzym stammen konnen, da der E. coli selbst keinen Umsatz lieferte.
Dies weist darauf hin, dass der Fehler bei der zweiten Transformation der Ursprungs-
Plasmide der liegen muss. Eine Moglichkeit wére, dass nach erneuter Transformation das
Insert wieder aus dem Genom verloren gegangen ist und somit nur noch Vektoranteil in den

Transformanden nachgewiesen werden konnte.
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Um zu iiberpriifen, ob das Insert im Ursprungs-Plasmid eindeutig nachweisbar ist, wurden die
Reste dieser (~ 5 pl) mittels Restrinktionsanalyse in kleinem Ansatz iiberpriift und es konnte
ein anderes Bandenmuster als in der zweiten Plasmid-Prdp nach erneuter Transformation
nachgewiesen werden, das eindeutig nicht nur Vektoranteil zeigt. Jedoch ist hier das
Bandenmuster fiir Probe B10b) und B11c2) nahezu identisch, obwohl es sich bei den beiden
Isolaten um Enzyme aus verschiedenen Organismen handelt. Es ist hochst unwahrscheinlich,
dass diese zwei Enzyme eine identische Sequenz besitzen. Somit ist dieses einheitliche
Bandenmuster beider Proben nach der Restriktion nicht erklarbar.

Auch nach einer weiteren Transformation aus der urspriinglichen Plasmid-DNA, konnten
erneut nur Klone erhalten werden, die lediglich aus Vektoranteil bestanden, so dass der Fehler

auch weiterhin bei der Transformation lag.

4.8 Die LTA aus E. coli XL1 (LTAE)

4.8.1 Mutagenese der E. coli TA

Durch Austausch der Aminosdure in Position 87 im aktiven Zentrum des Enzyms sollte nach
Annahme von Kielkopf et al. die Diastereoselektivitit beeinflusst werden. Die LTAE besitzt
an Position 87 ein Phenylalanin, d.h. eine Aminosdure mit sterisch anspruchsvollem
aromatischem Rest. Kielkopf ef al. gehen von der Annahme aus, das solch sterisch
anspruchsvolle Aminosduren mit groen Gruppen oder aromatischen Seitenketten sich
nachteilig auf die Diastereoselektivitit des Enzyms auswirken. Untersuchungen diverser
Threonin-Aldolasen hinsichtlich ihrer Aminosdure in Position 87 und den bisher bekannten
d.r.-Werten verifizierten ihre Annahmen. So hat die die L-low-TA aus Thermotoga maritima
an Position 87 ein Tyrosin, wihrend die LTA aus Pseudomonas putida, die wesentlich
spezifischer fiir L-Threonin als fiir L-allo-Threonin ist an dieser Position iiber keine sterisch
anspruchsvolle Aminoséure mit aromatischem Rest verfiigt.

Position 87 scheint die einzig variable Stelle im aktiven Zentrum der TAs zu sein und eine
wesentliche Rolle bei der Unterscheidung von threo- und erythro-Isomeren zu spielen.

Der folgende Ausschnitt aus dem Alignment verschiedener literaturbekannter Threonin-
Aldolasen gibt einen Uberblick iiber die unterschiedlichen Aminosiuren an Position 87,
wobei die P. aeruginosa TA das einzige Enzym ist, das keine aromatische Aminosdure an

dieser Stelle besitzt (Abb. 50).
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Abb. 50: Alignment verschiedener Threonin-Aldolasen und der E. coli SHMT, Vergleich der Aminoséuren in
Position 87 des Enzyms (Kielkopf et al.) **.

Die Diastereoselektivititen dieser Enzyme sind unter kinetischer Kontrolle alle auf Seiten des
erythro-Isomers, die Diastereomereniiberschiisse dieser Enzyme liegen kinetisch alle auf
Seiten des erythro-Isomers (s. Einleitung Tabelle 1), die P. aeruginosa TA hingegen ist mit
einem d.r.-Wert 65:35 (threo:erythro) unter kinetischer Kontrolle (t = 1 min) threo-spezifisch.
Der Austausch der Aminoséure in Position 87 im E. coli Enzym erfolgte mittels Quick-
Change-PCR und war fiir fiinf der sieben Mutationen erfolgreich. Im Falle der Serin-Mutante
konnte kein Aminosdureaustausch nachgewiesen werden, fiir die Tryptophan-Mutante war der
Austausch von Phenylserin gegen Tryptophan zwar erfolgreich, aber es wurde au3erdem noch
eine zusidtzliche Punktmutation durch die PCR eingefiigt. Diese Punktmutation fiihrte zu
einem weiteren Aminosdureaustausch an Position 96 von Glycin zu Asparaginséure.
Trotzdem wurde diese Mutante ebenfalls auf Aktivitit untersucht und die Umsetzung zu
Phenylserin analysiert, um eine mogliche Auswirkung auf den d.r.-Wert zu iiberpriifen. Fiir
diese Doppelmutante war der d.r.-Wert am stérksten verdndert und zwar zugusten des threo-
Isomers mit einem Verhéltnis von 67:33 (threo:erythro). Fiir die reine Tryptophan-Mutante
wurde allerdings nach Kielkopf ef al. das Gegenteil erwartet, ndmlich ein schlechterer d.r.-
Wert, da Tryptophan die groffte Aminosdure mit aromatischer Seitenkette ist.
Dementsprechend war zu priifen, ob der erhohte d.r.-Wert nur durch die zusétzliche Mutation
an Position 96 oder durch die Kombination beider Mutationen in dieser Variante erzielt
wurde. Dazu musste diese Doppelmutante in zwei Mutanten aufgetrennt werden.

Um einen Vergleich dieser Mutanten zum Wildtyp-Enzym zu haben, ist es entscheidend, die
betreffenden Aminoséuren und ihre rdumliche Anordnung innerhalb der Struktur ndher zu
betrachten. Aus diesem Grunde wurde die durch Kristallisierung erhaltene Struktur der LTAE
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mit Modellen der Mutanten verglichen. Der Austausch in Position 96 betrifft nicht direkt das
aktive Zentrum des Enzyms, da die Entfernung zwischen dieser Position und Aminosiure 87,
sowie Lysin 197, das die Cofaktorbindestelle ausmacht, zu groB ist, um eine Wechselwirkung
dieser =~ Aminosduren  untereinander  anzunehmen. Jedoch  koénnen  durchaus
Aminosdureaustausche, die nicht direkt innerhalb des aktiven Zentrums stattfinden, die
Struktur und somit auch Stereospezifitit eines Enzyms zugunsten eines Isomers entscheidend
verdandern. Position 96 liegt an der Grenzfliche zischen einzelnen Monomeren eines Dimers
bzw. Tetramers der LTAE und ein Austausch in dieser Position kann durchaus zu
strukturellen Anderungen innerhalb des Enzyms fiihren. Durch Austausch des kleinen,
hydrophoben Glycins durch Asparaginsdure werden neue Verhiltnisse innerhalb dieser
Grenzregion geschaffen, da nun durch die sauren Reste die Wechselwirkungen nicht nur
zwischen den benachbarten Aminosiureresten innerhalb einer Kette, sondern auch zwischen
zwei verschiedenen Ketten beeinflusst werden konnen. Dies wird dadurch bestdtigt, dass die
Apsaraginsdure-Mutante im gekoppelten Photometer-Test mit Threonin als Substrat keine

Aktivitit in der Retro-Aldolreaktion zeigte.

Durch den Aminosiureaustausch in Position 87 der E. coli LTAE wurden fiinf neue
Mutanten des Enzyms erhalten, sowie durch eine zufillige Mutation in Position 96 des
Enzyms noch eine weitere Einzelmutante, sowie eine Doppelmutante durch Austausch in
den Postitionen 87 und 96. Die d.r.-Werte wurden durch die Mutagenese jedoch nicht
wie erwartet signifikant verindert, es zeigen sich nur kleine Abweichungen vom

Wildtyp-Enzym und eine Tendenz in Richtung der Annahme von Kielkopf et al.

4.8.2 Biochemische Charakterisierung der Tryptophan-Mutante

Die durch den Aminosdure-Austausch in Position 87 (Phe = Trp) des Enzyms erhaltene
Tryptophan-Mutante (Trp87-Mutante) zeigte von allen Mutanten bei Weitem die grofBite
Aktivitdtsverbesserung. Die Aktivitdt ist im Rohextrakt bei der Standard-Messung (30°C,
gekoppelter Photometertest mit L-Threonin als Substrat) doppelt so hoch wie beim Wildtyp-
Enzym LTAE. Zur biochemischen Charakterisierung der Mutante wurden das
Temperaturoptimum, die pH-Stabilitit und die kinetischen Konstanten (vm.x und K;) im
Vergleich zum Wildtyp-Enzym bestimmt. Das Temperaturoptimum der Trp87-Mutante liegt
bei 60°C mit einer volumetrischen Aktivitdt von 557 U/ml und einer spezifischen Aktivitit

von 38 U/ml. Bei 60°C ist die Aktivitit der Mutante somit fiinfmal so hoch, wie bei der

Seite 136




DISKUSSION

Standard-Messung bei 30°C. Das fiir das Wildtyp-Enzym bestimmte Temperaturoptimum
liegt zwischen 60 und 70°C und stimmt mit den literaturbekannten Werten iiberein '°.

Das pH-Optimum und die kinetischen Konstanten (Vmax und Ky,,) konnten nur fiir die Trp87-
Mutante und nicht fiir den Wildtyp bestimmt werden, da hier nicht geniigend aufgereinigtes
Enzym fiir weitere Messungen pripariert wurde. Hier kann zum Vergleich auf die Werte in
der Literatur zuriickgegriffen werden. Das pH-Optimum der Mutante liegt im basischen
Millieu, bei einem pH von 9,3, der pH-Bereich mit der hochsten Aktivitit fiir das Wildtyp-
Enzym liegt nach Liu et al. zwischen 8,5 und 9 und stimmt damit mit den Messergebnissen
tiberein.

Die Bestimmung der kinetischen Konstanten zeigte, dass die Trp87-Mutante einen
niedrigeren K,,-Wert und somit eine hohere Affinitdt zum Substrat L-Threonin zeigt, als das
Wildtyp-Enzym. Der K,,-Wert liegt bei der Mutante bei 1,48 mM, beim Wildtyp-Enzym bei
2,85 mM, somit besitzt die Tryptophan-Mutante eine doppelt so hohe Affinitdt zum Substrat
L-Threonin. Von entscheidender Bedeutung wire die Bestimmung des d.r.-Wertes dieser
Tryptophan-Mutante, um zu iiberpriifen, ob durch den Austausch nicht nur die Aktivitét und
die Affinitdt des Enzyms zum Substrat L-Threonin verbessert wurde, sondern auch die

Diastereoselektivitit.

4.8.3 Kristallisierung der LTAE

Die Aufreinigung mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie iiber den N-terminalen Hise¢-tag
fithrte zu einem Enzympriparat mit hoher Reinheit, so dass das aufgereinigte Enzympréparat
direkt in zur Kristallisierung eingesetzt werden konnte. Desweiteren erwies sich der Hisg-tag
nicht als storend und hatte keinerlei Einfluss auf die Enzymaktivitét oder die Umsetzung, so
dass dieser im Nachhinein nicht abgespalten werden musste.

Die LTAE lie8 sich sowohl als Apoenzym mit Cofaktor Pyridoxalphosphat, als auch mit
Glycin als Substrat problemlos kristallisieren. Die Kristalle wuchsen jedoch ziemlich schnell
und somit relativ briichig, so dass die Isolierung recht schwierig war. In weiteren Ansétzen
konnten aber ausreichende Mengen an Kristallen erzeugt werden, aus denen sich Einzel-
Kristalle fiir Optimierungsansitze und die anschlieBende Rontgenstrukturanalyse isolieren
lieBen.

Die Struktur lief sich fiir das Apoenzym mithilfe der Thermotoga-Struktur problemlos 16sen.
Fir die Kristalle von LTAE mit Substrat Glycin erwies sich die Strukturaufkldrung als

schwieriger, da nur ein geringer Teil der Enzyme Glycin tatsdchlich im Kristallgitter
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gebunden hat und der Besetzungsgrad stark variiert. Dieses Problem konnte jedoch durch die
»S0aking“-Methode iiberwunden werden, da durch diese Methode eine hohere
Anfangskonzentration an Glycin verwendet wird und dem fertigen Kristall iiber das
Cryomittel noch weiteres Glycin zugefiigt werden kann. Auf diese Art und Weise konnte ein
Datensatz mit gebundenem Glycin erhalten werden, welches eindeutig iiber die
Elektronendichteverteilung im Kristallgitter nachweisbar war.

Das Glycin scheint jedoch kooperativ gebunden zu sein, im kristallisierten Thermotoga-
Enzym ist Glycin nicht in jedem Monomer gebunden vorzufinden, sondern sicher nur in
einem Monomer des Tetramers iiber die Elektronendichteverteilung auszumachen. In zwei
weiteren Monomeren scheint es einen Zustand zwischen via Schiff’sche Base an Lysin 197
gebundenem PLP und gebundenem Glycin zu geben und im weiteren Monomer ist kein
gebundenes Glycin nachweisbar.

Wihrend die TA aus Thermotoga maritima als Tetramer kristallisiert, ist die LTAE jedoch als
Dimer kristallisiert. Dies konnte an den unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen vor
Kristallisierung der beiden Proteine liegen.

Die Strukturen von LTAE und Thermotoga TA sind sich jedoch im Grofen und Ganzen sehr
dhnlich, es gibt lediglich zwei kleine Unterschiede (Abb. 51 und Abb. 52). In der
Thermotoga-Struktur gibt es eine zusitzliche Insertion von Aminosduren in Form einer
»Schlaufe“ (Abb. 51a) und in der LTAE gibt es ein oxidiertes Cystein, das wahrscheinlich
durch die Kristallisationsbedingung geschaffen wurde. Im Gegensatz dazu wurde bei der
Kristallisierung der Thermotoga-TA dem Kristallisationsansatz ein Reduktionsmittel

hinzugegeben, um dies zu verhindern.
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Abb. 51: a) Vergleich der Monomere von LTAE aus E. coli (tiirkis) und der LTA aus Thermotoga maritima
(grau). Die in der Thermotoga-Struktur zusétzlich auftauchende Aminosdure-Schlaufe ist rot umrandet. b)
Vergleich des Dimers der LTAE aus E. coli (tlirkis) mit dem Tetramer der LTA aus Thermotoga maritima
(grau).

Abb. 52: Vergleich des aktiven Zentrums der Thermotoga-LTA (grau) und der LTAE aus E. coli (tiirkis). Glycin
ist tiber PLP als externes Aldimin gebunden (schwarz). Wasserstoffbriickenbindungen sind durch gestrichelte
Linien unter den verschiedenen Aminosauren und Wassermolekiilen (x) dargestellt.
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Die im Kristallisationsansatz befindlichen Ca®'-Ionen und Cl'-Ionen, die innerhalb der
Struktur gebunden sind, scheinen jedoch nicht nur Kristallisationsartefakte zu sein, sondern
vielmehr notwendig und somit Voraussetzung fiir die Kristallisierung der Threonin-Aldolasen
zu sein. Diese werden fest gebunden und scheinen somit wichtig fiir die Stabilitdt der
Struktur, besonders fiir die Stabilisierung zwischen den einzelnen Monomeren innerhalb der
Struktur zu sein (da CI'-Ionen an der Grenzflache zischen den Monomeren anzutreffen sind).
Um dies zu bestitigen, wire es sinnvoll die Ca**- und CI'-Ionen aus dem Enzym zu entfernen
und anschlieBend die Aktivitit zu priifen. Dies wire z.B. durch Zugabe eines
Komplexbildners wie EDTA mdglich, jedoch ist fraglich ob die Bindung der Ionen innerhalb
des Kristallgitters gelost werden kann und das EDTA die beteiligten Aminoséuren, iiber die
die Koordination erfolgt, als Liganden verdrdangen kann.

Die LTAE aus E. coli ist eine low specificity-TA, d.h. sie ist kein hoch stereoselektives
Enzym und die d.r.-Werte fiir die Aldolreaktion mit Phenylserin sind nur in der
GroBenordnung von 60:40 (threo:erythro). Als Vergleich wire es von Bedeutung, ein hoch
stereoselektives Enzym mit einem Diastereomereniiberschuss von mindestens 90% zu
kristallisieren und die Struktur aufzukldren, um Unterschiede im aktiven Zentrum und die
Spezifitit fiir ein bestimmtes Substrat zu erkldren. Hier sind besonders die neuen Enzyme aus
den Bodenproben-Isolaten mit hohen d.r.-Werten von bis zu 95:5 fiir die threo-Komponente

von grolem Interesse, sobald hier die rekombinanten Enzyme zugénglich sind.

Die fiir die LTAE aus E. coli erhaltene Kristallstruktur ist nahezu identisch zur
Kristallstruktur der LTA aus Thermotoga maritima. Die LTAE Kristallisiert jedoch als

Dimer im Vergleich dazu wurde die LTA aus 7. maritima als Tetramer erhalten.
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5. Zusammenfassung

Aldolasen, die die C-C-Verkniipfung von Benzaldehyd und Glycin unter Bildung von
Phenylserin katalysieren, sind im Prinzip literaturbekannt, natiirlicherweise handelt es sich
dabei um Threonin-Aldolasen. Da bei dieser Synthese zwei neue Asymmetriezentren (in o.-
und B-Position) gebildet werden, werden allerdings hohe Anforderungen an die Enantio- und
Diastereoselektivitit dieser Enzyme gestellt. Bei Auswertung der Literaturdaten zeigt sich,
dass die bislang beschriebenen Enzyme Produkte bilden, die durchweg in o -Position eine
hohe Enantioselektivitdt (> 99% ee) zeigen, wihrend alle bislang bekannten Enzyme nur eine
niedrige Diastereoselektivitét in B-Position aufweisen.

Threonin-Aldolasen und verwandte Enzyme mit Threonin-Aldolase-Aktivitidt (z.B. die
Serinhydroxymethyltransferasen SHMTs) konnen fiir die Synthese von multifunktionellen [3-
Hydroxy-oa-aminosduren genutzt werden, da sie in der Lage sind, die stereoselektive C-C
Kniipfung unter Entstehung zweier neuer Chiralititszentren in einem einzelnen Schritt zu
katalysieren. Diese B-Hydroxy-o-aminosduren sind bedeutende chirale Bausteine fiir die
Synthese biologisch aktiver Molekiile, die in den letzten Jahren fiir chemisch industrielle
Prozesse, insbesondere filir die Pharma-Industrie, an steigendem Interesse gewonnen haben.
Jedoch gibt es einige Limitierungen der Threonin-Aldolase-Reaktion, wie die meist
unzureichenden Umsétze und Ausbeuten und die geringen Diastereoselektivititen im
Vergleich zu exzellenten Enantioselektivitidten (bis zu 99% ee). Ziel dieser Arbeit war es,
verbesserte Enzyme mit optimierter Diastereoselektivitdt fiir die Synthese der chiralen 3 -
Hydroxy-a-aminosduren zu identifizieren und zu isolieren und somit den Limitierungen der
konventionellen chemischen Synthese-Prozesse nachzukommen.

Zwei literaturbekannte Enzyme (aus E. coli und Saccharomyces cerevisiae) sind fiir dieses
Projekt rekombinant verfiigbar gemacht worden, da sie als Referenzenzyme fiir methodische
Ausarbeitungen gut einsetzbar sind, beispielsweise fiir die Entwicklung einer
Immobilisierungsmethode, fiir die Etablierung einer Enantio- und Distereomeren-Analytik
oder die Ausarbeitung einer Hochzelldichte-Fermentation zur Gewinnung gréferer
Zellmassen. Ausgehend von der Threonin-Aldolase LTAE aus E. coli wurde eine gezielte
Mutagenese durchgefiihrt, um optimierte Enzyme mit verbesserter Diastereoselektivitit zu
erhalten. Eine Mutante zeigte eine verbesserte Diastereoselektivitit im Vergleich zum

Wildtyp-Enzym und eine sehr hohe Aktivitét fiir die Spaltung von Threonin in der Retro-
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Aldolreaktion. AuBerdem wurde die LTAE im Rahmen dieser Arbeit kristallisiert und die
Struktur des Enzyms (sowohl Apo-Enzym als auch Enzym mit Substrat Glycin) aufgeklért.
Mittels verschiedener Screeningansitze sollten im Rahmen dieser Arbeit neue Threonin-
Aldolasen mit optimierter Diastereoselektivitit flir die Synthese eines relevanten
Intermediates der Thiamphenicol-Synthese, einer B-Hydroxy-a-aminosiure, zugénglich
gemacht werden. Ziel war es hierbei, hoch threo-spezifische Enzyme zu identifizieren, da nur
die threo-Verbindung als chirales Intermediat fiir Folgesynthesen von groer Bedeutung ist.
Hierbei wurde zum einen definierte Stammsammlungen nach neuen, vielversprechenden
Enzymen durchsucht, zum anderen wurden verschiedene Bodenproben mit der zu
verwertenden Kohlenstoff-Quelle (Phenylserin, einer 3-Hydroxy-o-aminosédure) angereichert
und auf Threonin-Aldolase-Aktivitit getestet. AuBBerdem wurde ein ,,in Silico*“~-Screening auf
Basis der beiden bekannten Threonin-Aldolase-Sequenzen (E. coli und S. cerevisiae TA)
durchgefiihrt.

Der Zugang zu den neuen Enzymen sollte durch eine selektionsbasiertes Screening mithilfe
eines speziellen Selektions-Systems in Pseudomonas putida KT2440 gewdhrleistet werden.
Dieser Stamm ist in der Lage auf Benzaldehyd, dem Spaltprodukt der Threonin-Aldolase-
Reaktion ausgehend von Phenylserin als Substrat, zu wachsen, indem er dieses im Mandelat-
Abbauweg verstoffwechselt. Jedoch verfiigt der Stamm auch iiber eine eigene, aktive
Threonin-Aldolase (PpTA), die ebenfalls ndher untersucht wurde, und kann nur nach Deletion
dieses Gens als Selektions-Stamm fiir die Identifizierung neuer Aldolase-Gene genutzt
werden. Die Konstruktion dieser Deletionsmutante des Selektions-Stammes konnte jedoch im
Rahmen dieser Arbeit nicht mehr erfolgen.

Die verschiedenen Screening-Ansétze erwiesen sich als erfolgreich. Es konnten neue Enzyme
mit deutlich verbesserten d.r.-Werten in der Aldolreaktion fiir die B-Hydroxy-oa-aminosdure
Phenylserin gefunden werden. Enzyme mit sehr guten Diastereoselektivititen fiir die threo-
Verbindung als Produkt wurden in in Bodenproben-Stdmmen, durch Anreicherung dieser
Organismen mit Phenylserin, gefunden. Diese lieferten im Vergleich zu den bisher in der
Literatur beschriebenen Enzymen signifikant verbesserte Resultate fiir die enzymatische
Aldolreaktion. Das ”in Silico-Screening” lieferte 5 neue rekombinante Enzyme mit threo-
Spezifitit, wobei hier die Umsétze fiir die enzymatische Aldreaktion sehr hoch waren.

Die Etablierung des Selektions-Systmes in P. putida durch Deletion des Stamm-eigenen TA-

Gens wiirde einen Zugang zu diesen neuen Threonin-Aldolase-Genen liefern.
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6. Summary

Aldolases, that catalyze the carbon-carbon bond coupling of benzaldehyde and glycine under
the formation of phenylserine, are in principle known from literature, naturally, they are
threonine aldolases. As two new asymmetric centres (in o- and -position) in this synthesis
will be formed, heavy demands are made on the enantio- and diastereoselectivity of these
enzymes. From literature data is known, that the previously described enzymes form products
that consistently show a high enantioselectivities in a -position, while only poor
diastereoselectivities in B-position are described.

Threonine aldolases and related enzymes with threonine aldolase activity (for example the
serinehydroxymethyltransferases SHMTs) can be used for the synthesis of multifunctional -
hydroxy-a-aminoacids, because of their ability to catalyze the stereospezific C-C bond
coupling under formation of two new chiral centres in one single step. These B-hydroxy-a-
aminoacids are important chiral building blocks for the synthesis of biologically active
molecules, which have become an emerging tool for the industrial production of chemicals, in
particular for fine chemicals and drug production. But there are still some limitations in the
threonine aldolase reaction, like the poor conversions, yields and low diastereoselectivities in
comparison to excellent enantioselectivities. The aim of this work was to identify and isolate
enzymes, with optimized diastereoselectivity for the synthesis of chiral B-hydroxy-a-
aminoacids and therefore to overcome the limitations of conventional chemical synthesis.
Two of those enzymes (from E. coli and S. cerevisiae) were made recombinantly available for
this project, because they are well used as reference enzymes for the methodological
elaborations, such as the development of an immobilization method, for the establishment of
enantio- and diastereomeric analytics or the development of a high-cell-density fermentation
for production of larger cell masses.

Based on the threonine aldolase from E. coli, LTAE, a targeted mutagenesis in position 87 of
the enzyme was performed to obtain optimized enzymes with improved diastereoselectivity.
One mutant (by exchange of aminoacid phenylalanine87 against tryptophan) shows an
improved diastereoselectivity and a very high activity for the cleavage of threonine as
substrate in the aldolreaction. In addition, the LTAE protein was analyzed by X-ray

crystallization and the structure of the enzyme could be solved.
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By the use of various screening-approaches, new threonine aldolases with improved
diastereoselectivity for the synthesis of a P -hydroxy-o-aminoacid , an intermediate in
synthesis of the antiobiotic thiamphenicole, should be made available.

The aim was to identify highly threo-specific enzymes, because only the threo-compound, as
a chiral intermediate for subsequent synthesis, is of great importance.

On the one hand defined strain collections were screened for new promising enzymes, on the
other hand several soil smaples with their hugh diversitiy of microorganisms were enriched
with the desired carbon source (phenylserin as B -hydroxy-a-aminoacid) and tested for
threonine aldolase activity. In addition an in silico- screening based on the two known
threonine aldolase sequences from E. coli and S. cerevisiae was performed.

An access to the new aldolase-genes should be given by a selection based screening system
using a special selection strain P. putida KT2440. This strain is able to grow on
benzaldehyde, the cleavage product of the threonine aldolase reaction from phenylserin, by its
metabolisation in the mandelic degradation pathway. However, this strain also has its own
active threonine aldolase (PpTA), which has been analyzed in detail, and can only be used as
selection strain for the identification of new aldolase-genes after deletion of that gene.

So far the construction of this deletion mutant in P. putida KT2440 could not be established
in this work.

However, the different screening methods were succesful. New enzymes with significantly
improved d.r.-values in the aldol reaction of B-hydroxy-a-aminoacid could be found.
Enzymes with very good diastereoselectivities for the threo-compound as product were found
in strains isolated from soil samples by the enrichment of these organisms with phenylserine
as carbon source. In comparison to the previously in literature described enzymes they show
significantly improved results for the enzymatic aldol reaction.

The in silico-screening resulted in five new recombinant enzymes with low threo-preference,
but excellent conversions up to 90%. These are very high values, since the poor conversions
are often a limitation in the enzymatic aldolreaction.

The establishment of the selection systeme in P. putida by deletion of the active aldolase of

this strain, would provide an access to the new aldolase-genes.
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8. Anhang

6.1 Plasmidkarten

Ndel Kol

— &x His itakE RES FI7 [—r

Stop Start

bELSERRE™ | L\
EEED poe

y
Nofe| Xhol
= B His 4 PRTA RBS [— PT7 |[—
stop Start

_ belsge-bbpy™

Hirpd phiE
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6.2 Sequenzen

LTAE aus E. coli (1002bp)

ATGATTGATTTACGCAGTGATACCGTTACCCGACCAAGCCGCGCCATGCTCGAAGCGATGATGGCCGCCCCGGTT
GGGGACGACGTTTACGGAGACGACCCTACCGTTAATGCTCTGCAGGACTACGCAGCAGAGCTTTCCGGTAAAGAA
GCCGCCATTTTTCTGCCTACCGGCACTCAGGCCAACCTGGTCGCTCTGCTCAGTCACTGCGAACGCGGCGAAGAG
TATATTGTCGGTCAGGCCGCGCATAACTATCTGTTTGAAGCCGGTGGCGCGGCGGTGCTGGGCAGTATTCAACCG
CAACCCATAGACGCGGCTGCCGACGGCACGCTACCGCTGGATAAAGTGGCGATGAAAATCAAACCCGACGATATC
CATTTCGCCCGCACCAAATTACTCAGTCTGGAAAACACCCACAACGGCAAAGTGTTGCCGCGGGAATACCTGAAA
GAAGCATGGGAATTTACCCGCGAGCGCAATCTGGCGCTGCATGTTGACGGTGCGCGCATCTTTAATGCCGTGGTG
GCTTACGGCTGCGAACTGAAAGAGATCACGCAATATTGTGATTCGTTCACCATTTGCCTGTCGAAAGGTCTTGGG
ACGCCAGTCGGTTCATTACTCGTCGGTAATCGTGATTACATTAAACGTGCCATTCGCTGGCGGAAAATGACAGGT
GGCGGGATGCGCCAGTCCGGCATTCTGGCTGCCGCCGGGATATATGCCCTGAAAAATAACGTTGCGCGCTTGCAG
GAAGACCACGACAACGCTGCCTGGATGGCGGAGCAGCTGCGTGAAGCAGGCGCGGATGTGATGCGTCAGGACACC
AATATGCTGTTTGTTCGCGTCGGGGAAGAAAATGCTGCCGCGTTAGGCGAATACATGAAAGCGAGAAACGTGCTG
ATTAACGCCTCGCCGATTGTCCGCCTGGTGACGCATCTTGACGTCTCGCGCGAACAACTGGCGGAAGTCGCCGLC
CACTGGCGTGCATTCCTGGCGCGTTAA

midlrsdtvtrpsramleammaapvgddvygddptvnalgdyaaelsgkeaaiflptgtganlvallshcergee
yvivggaahnylfeaggaavlgsigpgpidaaadgtlpldkvamkikpddihfartkllslenthngkvlpreylk
eaweftrernlalhvdgarifnavvaygcelkeitgycdsfticlskglgtpvgsllvgnrdyikrairwrkmtg
ggmrgsgilaaagiyalknnvarlgedhdnaawmaeglreagadvmrgdtnmlfvrvgeenaaalgeymkarnvl
inaspivrlvthldvsreglaevaahwraflar

LTA aus Saccharomyces cerevisiae (glvl) (1164bp)

ATGACTGAATTCGAATTGCCTCCAAAATATATCACCGCTGCTAACGACTTGCGGTCAGACACATTCACCACTCCA
ACTGCAGAGATGATGGAGGCCGCTTTAGAGGCCTCTATCGGTGACGCTGTCTACGGTGAAGATGTTGACACCGTT
AGGCTCGAACAGACCGTTGCCCGCATGGCTGGCAAAGAAGCAGGTTTGTTCTGTGTCTCTGGGACTTTGTCCAAC
CAGATTGCCATCAGAACTCACTTGATGCAACCTCCATACTCTATTCTATGTGATTACAGGGCTCACGTTTACACT
CACGAAGCCGCTGGACTGGCGATCTTGTCTCAAGCGATGGTGGTTCCTGTGGTTCCTTCCAACGGTGACTACTTG
ACCTTGGAAGACATCAAGTCACACTACGTCCCAGACGACGGTGATATTCACGGTGCCCCCACCAGATTGATTTCT
CTGGAAAACACTTTACACGGTATTGTTTATCCATTGGAAGAACTGGTCCGCATCAAAGCTTGGTGTATGGAAAAT
GGTCTCAAACTACATTGTGACGGTGCCAGAATCTGGAATGCCGCTGCACAATCTGGCGTGCCATTAAAGCAATAT
GGGGAAATCTTCGACTCCATCTCCATCTGTCTATCCAAGTCTATGGGTGCTCCTATTGGGTCCGTCTTGGTTGGG
AACCTTAAGTTTGTCAAGAAGGCCACCCATTTCAGAAAACAACAAGGTGGTGGTATTAGACAATCTGGTATGATG
GCTAGAATGGCTCTTGTAAACATCAACAACGATTGGAAGTCCCAATTGCTGTACTCGCACTCTTTGGCTCATGAA
TTAGCCGAATATTGTGAGGCAAAGGGCATCCCGCTAGAGTCTCCAGCAGACACCAACTTTGTCTTTATTAACCTG
AAGGCCGCTAGAATGGACCCAGATGTCCTTGTTAAGAAGGGTTTGAAGTACAACGTTAAGCTAATGGGTGGTAGA
GTCTCGTTCCACTATCAAGTCACCAGAGATACTTTGGAAAAAGTCAAATTGGCCATCTCCGAGGCCTTCGACTAT
GCTAAAGAACATCCTTTCGACTGTAACGGACCTACCCAGATTTACCGTAGTGAATCCACCGAGGTCGACGTTGAT
GGCAACGCTATCCGCGAAATAAAAACCTACAAATACTGA

mtefelppkyitaandlrsdtfttptaemmeaaleasigdavygedvdtvrleqgtvarmagkeaglfcvsgtlsn
giairthlmgppysilcdyrahvytheaaglailsgamvvpvvpsngdyltledikshyvpddgdihgaptrlis
lentlhgivypleelvrikawcmenglklhcdgariwnaaagsgvplkqgygeifdsisiclsksmgapigsvlvg
nlkfvkkathfrkgggggirgsgmmarmalvninndwksgllyshslahelaeyceakgiplespadtnfvfink
aarmdpdvlvkkglkynvklmggrvsfhygvtrdtlekvklaiseafdyakehpfdcngptgiyrsestevdvdg
naireiktyky

Seite 151



ANHANG

PpTA aus Pseudomonas putida KT2440 (ppTA) (1041)

atgacagacaagagccaacaattcgccagcgacaactattccggtatctgeccccgaagectgggtggcgatggag
aaagccaaccgcggccacgaccgcgcectacggecgacgaccagtggaccgagecgtgcatcggagtacttecgecaat
ctgttcgaaaccgactgcgaggtgttctttgccttcaacggcaccgcggccaactceccctggecctggecatecectg
tgccagagctatcacagcgtgatctgctccgagaccgcccacgtcgaaaccgacgaatgecggtgcaccggagttt
ttctccaacggctccaagctgctgacggcggccagcgtcaacggcaagctgacgccacagtcgateccgecgaagtyg
gcgctcaaacgccaggatatccactaccccaagceccgecgegtggtgaccattacccaggeccaccgaagtgggcacyg
gtgtaccgccccgacgagctgaaggcgatcagecgeccacctgcaaggagctgggectgaacctgcacatggacgge
gcacgctttaccaatgcctgtgcgttcctgggectgcagecccggeccgaactgacctggaaggeccggtgtggatgtyg
ctgtgctttggcggcaccaagaacggcatggcggtgggcgaagcgattctgttcttcaaccgeccagectggeccgaa
gacttcgattatcgctgcaagcaggccgggcaactggecgtcgaagatgegettecttgtecggegecctgggteggg
ctgctggaagatggcgcatggttacgccatggcaaccacgccaatcattgcgcgcaactgctggcatecgectggte
agtgacctgccgggggtagagctgatgttcccggtggaggccaacggggtgttecctgcagatgccagagcacgcece
atcgaggcgctgcggggcaagggctggcgcttctatacctttatcggcagecggtggecgegegettcatgtgeteg
tgggataccgaagaagcgcgggtgcgtgagctggcggcggatatccgcacgatcattggtggectga

mtdksqggfasdnysgicpeawvamekanrghdraygddgwteraseyfrnlfetdcevifafngtaanslalasl
cgsyhsvicsetahvetdecgapeffsngsklltaasvngkltpgsirevalkrgdihypkprvvtitgatevgt
vyrpdelkaisatckelglnlhmdgarftnacaflgcspaeltwkagvdvlcfggtkngmavgeailffnrglae
dfdyrckgagglaskmrflsapwvglledgawlrhgnhanhcagllaslvsdlpgvelmfpveangvilgmpeha
iealrgkgwrfytfigsggarfmcswdteearvrelaadirtiigg
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