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Abb. 47: Optimierte Kristalle der LTAE mit Glycin, gewachsen in 100 mM HEPES, pH 7.5, 200 mM CacCl2,
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)
Vollstidndigkeit (%) 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. Fiir die
Glycin-gebundene Struktur liegen die kristallographischen R-Werte (ein MaB 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.

Seite 124



DISKUSSION

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
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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
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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
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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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