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EINLEITUNG

1. Einleitung

In lebenden Systemen laufen unentwegt chemische Reaktionen ab. Enzyme ermdglichen als
sogenannte Biokatalysatoren den Ablauf dieser Reationen in einem {iberschaubaren
Zeitrahmen, indem sie die Geschwindigkeit der Reaktionsabldufe um einen Faktor von bis zu
10" erhéhen [Radzicka & Wolfenden, 1995; Neet, 1998]. Aber auch auferhalb der lebenden
Zelle sind Enzyme aktiv. Dabei sind sie chemischen Katalysatoren in mancher Hinsicht
aufgrund ihrer Stereo- und Regioselektivitdt und den meist milden Reaktionsbedingungen,
d.h. Temperaturen von 20-40 °C, atmosphérischem Druck und einem pH nahe dem
Neutralpunkt, liberlegen. Dies vermindert unerwiinschte Nebenreaktionen wie Isomerisierung,

Racemisierung und Epimerisierung des Produktes [Patel, 2001].

1.1 Biotransformationen

Schon vor 6000 v.Chr. nutzte die Menschheit Biokatalysatoren in Form von Hefen bei der
Herstellung von Bier und Brot. Erst ab dem 19. Jahrhundert erkannten Wissenschaftler wie
Louis Pasteur, dass Mikroorganismen fiir eine Vielzahl der seit Jahrtausenden genutzten
Stoffumwandlungen verantwortlich sind. 1897 konnte Buchner erstmals zeigen, dass keine
intakten Zellen fiir biokatalystische Verfahren notig sind: er wies in zellfreien Hefeextrakten
die alkoholische Garung nach. Eine der ersten Biotransformationen im industriellen MaB3stab
wurde 1930 von der Knoll AG, Ludwigshafen, durchgefiihrt [Hildebrandt & Klavehn, 1930].
Neuberg und Hirsch hatten zuvor die hefekatalysierte Kondensreaktion von Pyruvat und
Benzaldehyd zu (R)-Phenylacetylcarbinol ((R)-PAC) entdeckt [Neuberg & Hirsch, 1921],
welches die chirale Vorstufe in der Synthese des Antihistaminikums L-Ephedrin darstellt.
Ansonsten wurden Enzyme vor allen Dingen in  Waschmitteln, bei der
Nahrungsmittelveredlung, der Abwasserreinigung und der Papierherstellung eingesetzt. Seit
den 1990er Jahren ist die Biotransformation auch in der Chemie- und Pharmaindustrie als
Synthesetechnologie in Form von Ganz-Zell-Systemen und Katalysen mit isolierten Enzymen
fest etabliert. Im Vordergrund steht hier vor allem die hohe Stereoselektivitit der von
Enzymen katalysierten Reaktionen — der Bedarf an enantiomerenreinen Verbindungen steigt

standig.
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Der Markt fiir enantiomerenreine Pharmaka wichst z.B. mit etwa 15 % pro Jahr verglichen
mit ca. 8 % bei achiralen Wirkstoffen. Heute sind etwa 80 % der neu eingefiihrten Pharmaka
enantiomerenrein, 1991 waren es erst ca. 20 % [Breuer & Stiirmer, 2006].

Um den Bedarf an neuen Biokatalysatoren zu decken, konnen verschiedene Ansitze verfolgt
werden. Beim sogenannten ,,database mining* [ Wackett, 2004] werden Aminosiuresequenzen
von Proteinen mit bekannter mit denen unbekannter Funktion aus Protein-Datenbanken
verglichen. In Metagenom-Ansdtzen werden enzymkodierende DNA-Fragmente aus
Umweltproben direkt kloniert, exprimiert und die entstehenden Proteine auf die gesuchte
Aktivitdt durchgemustert [Streit et al., 2004; Ferrer et al., 2005; Lorenz & Eck, 2005]. Fiir das
rationale Proteindesign ist ein detailliertes Wissen iiber Proteinstruktur, Funktion und
Katalysemechanismus notwendig: durch gezielte Aminosdureaustausche werden die
Eigenschaften des Biokatalysators verdndert [Kazlauskas, 2000]. Im Gegensatz dazu steht die
gerichtete Evolution. Die Biokatalysatoren werden auf molekularer Ebene zufillig verandert
und die entstehenden Varianten auf die gewiinschte Aktivitdt hin untersucht. Die gerichtete
Evolution kann aber auch dann zum Einsatz kommen, wenn der Biokatalysator zwar die
gewlinschte Aktivitét besitzt, in seinen weiteren Eigenschaften wie z.B Substratspektrum oder
Stabilitdt jedoch dem entsprechenden Prozess angepasst werden soll [Rubin-Pitel & Zhao,

2006; Reetz, 2006].

1.2 Thiamindiphosphat-abhangige Enzyme

Enzyme, welche Thiamindiphosphat (ThDP) als Cofaktor besitzen, kénnen sowohl die
Spaltung als auch die Bildung von C-C Bindungen katalysieren [Jordan, 2003]. Dabei ist die
(enantioselektive) Bildung von C-C-Bindungen eine der zentralen Reaktionen in der
synthetischen organischen Chemie [Faber & Kroutil, 2005], z. B. auch bei der Synthese
enantiomerenreiner Natur- und Wirkstoffe [Christoffers & Mann, 2001].

Fir die Katalyse der Spaltung und Kniipfung von C-C-Bindungen aktiviert das
Thiamindiphosphat Aldehyde und Ketone (R-CO-X) und iibertridgt diese dann auf ein anderes
Molekiil. Struktur und allgemeiner Reaktionsmechanismus sind in Abb. 1 dargestellt

[Schellenberger, 1996].
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Abb. 1: Struktur und allgemeiner Reaktionsmechanismus des ThDP. A: Der Cofaktor Thiamindiphosphat
besteht aus einem Aminopyrimidin- und einem Thiazolring, sowie einem Phosphatrest, iiber den das Molekiil,
kooperativ iiber ein zweiwertiges Metallion, im aktiven Zentrum des Biokatalysators gebunden wird. Der
sogenannte ,aktivierte Aldehyd“ wird am C2-Atom des Thiazolrings gebunden. B: Bei der durch
Thiamindiphosphat katalysierten Reaktion wird im Allgemeinen eine Gruppe X von dem Substrat abgespalten,
das Substrat wird dabei an den Cofaktor als ,aktivierter Aldehyd”“ gebunden. Das Produkt kann durch
verschiedene Reagenzien Y vom ThDP freigesetzt werden.

Der charakteristische Ubergangszustand der ThDP katalysierten Reaktion ist der ,,aktivierte
Aldehyd®, welcher durch die Bindung des Substrates und unter Abspaltung der Gruppe X an
den Cofaktor generiert wird. Der gebundene aktivierte Aldehyd kann durch verschiedene
Reagenzien (Y) vom ThDP freigesetzt werden. Substratspezifitit, Produktspektrum und
Stereoselektivitit werden vom Protein vorgegeben, welches das ThDP als Cofaktor bindet.
Man unterscheidet z.B. Transketolasen, Acetolactatsynthasen und 2-
Ketosduredecarboxylasen. Entsprechend der unterschiedlichen katalysierten Reaktionen
kommen ThDP-abhingige Enzyme in den unterschiedlichsten Organismen und
Stoffwechselwegen vor. Tab.l gibt eine Ubersicht einiger Enzyme, der von ihnen

katalysierten Reaktionen als auch der entsprechenden Stoffwechselwege.
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Tab.1: Vorkommen und Reaktionen einiger ThDP-abh&ngiger Enzyme
X und Y entsprechen den in Abb. 1 ebenfalls mit X und Y vorgestellten Gruppen im Reaktionsmechanismus des

ThDP.

Enzyme X Y Stoffwechselweg Referenz
[E.C.-Nummer]

Acetohydroxysduresynthetase CO, CH;-CO-CO*  Synthese verzweigt- Duggleby et
[4.1.3.18] kettiger Aminosduren al., 2003
Transketolase R'-CHO R’-CHO Pentosephosphatweg Schorken &
[2.2.1.1] Sprenger, 1998
Pyruvatoxidase CO, PO, Atmungskette Tittmann et al.,
[1.2.3.3] 2000
Benzaldehydlyase PhCHO H' unbekannt Mosbacher et
[4.1.2.38] al., 2005
Pyruvatdehydrogenase CO, LipSH Citratzyklus Jordan, 2003
[1.2.4.1]

Decarboxylasen

Pyruvatdecarboxylase CO, H" Alkoholische Garung Konig, 1998
[4.1.1.1]

Benzoylformiatdecarboxylase CO, H" Mandelsdureabbau McLeish et al.,
[4.1.1.7] 2004
Indolpyruvatdecarboxylase CO, H Phytohormonsynthese ~ Schiitz et al.,
[4.1.1.74] 2003

1.3  Die Benzoylformiatdecarboxylase

Die Benzoylformiatdecarboxylase (BFD, EC 4.1.1.7) gehort zu den ThDP-abhéngigen 2-
Ketosduredecarboxylasen. Als drittes Enzym des Mandelatabbauweges katalysiert sie die
Decarboxylierung von Benzoylformiat zu Benzaldehyd und Kohlendioxid (1.3.1).
Entsprechend dem Schema in Abb. 1 wird dabei der aktivierte Aldehyd durch Protonierung
vom ThDP freigesetzt. Dieser Stoffwechselweg erlaubt es Bakterien, auf (R)-Mandelsédure als
einziger Kohlenstoffquelle zu wachsen, welche zu Benzoesdure umgesetzt wird, um
anschlieBend im B-Ketoadipatweg und Citronensdurezyklus metabolisiert zu werden.

Eine BFD-Aktivitdt wurde in Pseudomonas putida [Hegemann et al., 1966a, b; 1970],
Pseudomonas aeruginosa [Barrowman et al., 1986] und Acinetobacter calcoaceticus
[Barrowman und Fewson, 1985] nachgewiesen. Henning et al. isolierten 2006 mittels eines

Selektionssytems, welches auf BFD-Aktivitit beruht, drei weitere Proteine mit BFD-

4
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Aktivitdt, zwei davon aus P. putida. Die Bedeutung fiir den Stoffwechsel ist jedoch noch nicht
geklart.

Die im Folgenden beschriebenen Erkenntnisse gehen auf Untersuchungen der BFD zurtick,
die als Teil des Mandelatoperons in P. putida beschrieben wurde (PpBFD) [Tsou et al., 1990].
Von Tsou et al., wurde 1990 das korrespondierende Gen mdIC (1587 bp) kloniert, und auch
die Kristallstruktur liegt gelost vor [Hasson et al., 1998; Polovnikova et al., 2003].

1.3.1 Die Struktur

Die aktive PpBFD ist ein Homotetramer und besitzt ein Molekulargewicht von etwa 224 kDa

(Abb.2) [Hasson et al., 1998; Polovnikova et al., 2003].

Abb.2: Die BFD als
Homotetramer.

Die BFD aus
Pseudomonas putida ist
ein Homotetramer aus
vier identischen
Untereinheiten,

dargestellt in den
verschiedenen  Farben.
Eine Untereinheit ist in
drei Domiénen unterteilt
(a,B,y), welche in der

orange dargestellten
Untereinheit

gekennzeichnet sind.
Jeweils zwel

Untereinheiten bilden
zusammen zwei aktive
Zentren  (Pink  und
Orange, sowie Griin und
Gelb). Die Abbildung
wurde aus Hasson et al.,
1998 ibernommen.

Eine Untereinheit ist gegliedert in drei Doménen, der a-, B- und y-Doméne. Dabei sind die a-
und y-Domine topologisch gleichartig, wéhrend die B-Doméne eine leicht abweichende
Faltung aufweist. Bei der Bildung des aktiven Enzyms kommen ihnen entsprechend

unterschiedliche Funktionen zu. Die aktiven Zentren, von denen es insgesamt vier im
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Homotetramer gibt, werden jeweils zwischen zwei Untereinheiten gebildet. Dabei interagiert
die a-Domédne (N-terminal) eines Monomers mir der y-Doméne (C-terminal) einer
benachbarten Untereinheit. Diese beiden Doménen binden dabei kooperativ den Cofaktor
ThDP, welcher in jedem der vier Zentren vorliegt: die o-Doméne interagiert mit dem
Pyrimidinring, wéhrend die y-Doméne den Diphosphatrest des ThDPs {iber einen weiteren
Cofaktor, ein zweiwertiges Metallion (Mg”"), bindet. Der intermolekulare Kontakt zweier
solcher Dimere zum Homotetramer wird maB3igeblich durch die f-Domine gewihrleistet.

Die beschriebene Struktur gilt fiir die bisher bekannten ThDP-abhingigen
Pyruvatdecarboxylase aus Saccharomyces cerevisiae (ScPDC) [Arjunan et al., 1996] und
Zymomonas mobilis (ZmPDC) [Dobritzsch et al, 1998] gleichermaflen, und dariiber hinaus
wurde sie auch bei weiteren ThDP abhingigen Enzymen wie der Benzaldehydlyase
[Mosbacher et al., 2005] und der Pyruvatoxidase [Miiller & Schulz, 1993] beobachtet. Dies ist
umso erstaunlicher, betrachtet man die geringe Ahnlichkeit der Primirstruktur, welche fiir
BFD, ScPDC, ZmPDC und BAL bei etwa 25 % liegt [Siegert, 2004]. Eine Einteilung der
genannten Proteine aufgrund ihrer Strukturiibereinstimmung in eine gemeinsame Gruppe
innerhalb der ThDP-abhéngigen Enzyme wurde 2005 von Mosbacher et al., sowie 2006 von
Duggleby vorgeschlagen.

1.3.2 Das aktive Zentrum

Wie unter 1.3.1 bereits beschrieben, liegt im aktiven Zentrum der Cofaktor ThDP vor,
welcher koordinativ iiber seinen Diphosphatrest von einem zweiwertigen Metallion (Mg*")
gebunden wird. Die Aminosduren der y-Doméne, die an der Bindung des Metallions beteiligt
sind, sind hoch konserviert und bilden damit das fiir ThDP-abhéngige Enzyme allgemein
charakteristische Motiv (GDG X26 NN) [Hawkins et al., 1989].

Dariiber hinaus wechselwirkt der Cofaktor iiber konservierte Wasserstoffbriickenbindungen
des Aminopyrimidinrings mit der Proteinumgebung (Tab. 2) [Jordan, 2003].

Ein Vergleich der aktiven Zentren der BFD und der 2-Ketosduredecarboxylase ScPDC, bzw.
von Resten im aktiven Zentrum und deren Position in den Primirstrukturen, zeigte fiir die
Anordnung in den Primérstrukturen kaum Ahnlichkeiten. Es wurde jedoch die Konservierung
der Position der Aminosduren im aktiven Zentrum in der Tertidr- bzw. Quartarstruktur
unabhéngig der Primédrstruktur beobachtet. Zwei Histidinreste zeigen die gleiche Anordnung

in dem aktiven Zentrum, welche keine iibereinstimmende Positionierung in der Primérstruktur




EINLEITUNG

besitzen: bei der ScCPDC handelt es sich um die Reste an den Positionen 114 und 115, bei der
PpBFD finden sich die beiden Histidine an den Positionen 70 und 281 [Hasson et al., 1998].
Tab.2 verdeutlicht den Sachverhalt: Hier sind die im Folgenden beschriebenen
Aminoséurereste der BFD und ihre Funktion in der Katalyse sowie ihre Position in der

Primérstruktur im Vergleich zur ScPDC wiedergegeben.

Tab.2: Vergleich der konservierten Reste und ihrer Positionen in der Primarstruktur der Decarboxylasen
BFD und ScPDC. Modifiziert nach Hasson et al., 1998.

Funktion BFD ScPDC
Bindung des Metallions D428 D444
N455 N471
Bindung des Cofaktors Y458 Y474
G427 G433
G429 G445
Interaktion mit N1’ E47  ESI
Interaktion mit N4’ G401 G413
Substratbindung S26 D28

Decarboxylierung/ Carboligation H70 HI114
H281 HI15

Das ThDP ist in der sogenannten V-Konformation [Shin et al., 1977] gebunden. Stabilisiert
wird diese Form neben Wasserstoffbriickenbindungen des Aminopyrimidinrings durch Van-
der-Waals Wechselwirkungen mit einer hydrophoben und volumindsen Aminosdure-
Seitenkette (L403in PpBFD) [Guo et al., 1998]. Diese Konformation bedingt die rdumliche
Néhe des reaktiven Kohlenstoffs (C2) zur 4’-Aminogruppe des Pyrimidinrings, welche an
Protonierungs- und Deprotonierungsschritten wahrend der Katalyse beteiligt ist. Die
beschriebene V-Konformation des ThDP gehort zu den konservierten Merkmalen der Gruppe
ThDP-abhédngiger Enzyme [Jordan, 2003].

Wichtig fiir die Katalyse sind aulerdem das Serin an Position 26, als auch zwei Histidinreste
(H70, H281), sowie ein Glutamatrest an Position 28. Abb.3 zeigt ihre Positionen im aktiven
Zentrum relativ zu einem im aktiven Zentrum gebundenen Inhibitor, dem (R)-Mandelat
[Polovnikova et al., 2003]. Darauf aufbauende Mutagenesestudien lassen Aussagen iiber ihre

Funktion in der Decarboxylasereaktion [Polovnikova et al., 2003; McLeish et al., 2004] als




EINLEITUNG

auch bei der Carboligation [Siegert, 2000] zu. Im Folgenden sollen deshalb diese Reste in

Zusammenhang mit den jeweiligen Katalysemechanismen betrachtet werden

Abb.3: Das aktive Zentrum der
PpBFD. Das aktive Zentrum der
PpBFD wird zwischen zwei
Untereinheiten (beige und pink)
gebildet. Dargestellt ist das aktive
Zentrum mit (R)-Mandelat (blau)
gebunden, einem kompetetiven
Inhibitor des Enzyms. Der Cofaktor
Thiamindiphosphat (grau) liegt in
der V-Konformation vor. Die
katalytisch wichtigen Reste S26,
E28, H70 und H281 reichen in das
aktive Zentrum hinein [Polovnikova
etal., 2003].

1.3.3 Die Decarboxylierung

Die von der BFD katalysierte Hauptreaktion ist die Decarboxylierung von Benzoylformiat zu
Benzaldehyd und Kohlendioxid. Die Katalyse von ThDP im freien und enzymgebundenen
Zustand wurde intensiv untersucht [Jordan, 2003]. Auch wenn der Katalysezyklus fiir die
BFD noch nicht analysiert worden ist, so konnen doch analoge Schritte zu anderen ThDP-
abhéngigen Enzymen angenommen werden [Tittmann et al., 2003; McLeish et al., 2004;
Jordan & Nemeria, 2005; Tittmann et al., 2005]

Der Reaktionszyklus beginnt mit der Deprotonierung des C2-Atoms durch die N4’-
Iminogruppe des ThDPs. Das erste Zwischenprodukt, Mandelyl-ThDP, wird durch den
Angriff des C2-Ylids auf die Carbonylfunktion des Substrates (Benzoylformiat) gebildet.
Durch die folgende Decarboxylierung des Mandelyl-ThDP entsteht das zweite Intermediat:
der ,aktivierte Aldehyd“, ein Enamin-Carbanion. In mehreren ThDP abhingigen Enzymen
konnte der Enamin-Charakter dieses Zwischenproduktes inzwischen spektroskopisch
nachgewiesen werden [Sandalova et al., 2004]. Durch Protonierung des aktivierten Aldehyds
wird der zu Benzoylformiat korrespondierende Benzaldehyd freigesetzt. Abb. 4 zeigt den

beschriebenen Reaktionszyklus.
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Mittels Mutagenesestudien wiesen Polovnikova et al. 2003 dem Aminoséurerest S26 eine
Rolle bei der Substratbindung sowie bei der Decarboxylierung zu. Das Histidin an Position
70, stabilisiert durch das Glutamat 28, assistiert bei der Protoneniibertragung bei der
Decarboxylierung als auch bei der Freisetzung des Benzaldehyds. H281 ist involviert in die
Protonierung des Enamins.

Fiir die Substratspezifitit sind im aktiven Zentrum u.a. die Aminosdurereste A460 und F464

von Bedeutung [Siegert et al., 2004, 2005].

1.3.4 Die Carboligation

Wilcocks et al. beobachteten erstmals 1992 die Bildung von (S)-2-Hydroxypropiophenon
((S)-2-HPP) bei der Decarboxylierung von Benzoylformiat unter Anwesenheit von
Acetaldehyd in Pseudomonas putida Rohextrakten. Seitdem wurde die von der PpBFD
katalysierte Carboligation intensiv untersucht [Demir et al., 1999; Diinnwald et al., 2000;
Iding et al., 2000; Diinkelmann et al., 2002]. Mechanistisch betrachtet, im Vergleich zur
Reaktion der Decarboxylierung, fungiert anstelle eines Protons ein zweites Aldehydmolekiil
als Acylakzeptor (Abb. 4). Eine solche Katalyse alternativer Reaktionen durch den gleichen
Biokatalysator wird auch als Promiskuitdt bezeichnet [Bornscheuer & Kazlauskas, 2004].

Die Produkte dieser enzymatischen C-C-Verkniipfung, chirale 2-Hydroxyketone, finden als
Synthone in der organisch-synthetischen Chemie Anwendung. Auch pharmazeutische
Wirkstoffe konnen mit 2-Hydroxyketonen als chiralen Vorstufen synthetisiert werden, z.B.
Fungizide oder Antidepressiva [Diinkelmann et al., 2004]. Als bekanntestes Beispiel ist die
Synthese des 2-Hydroxyketons (R)-PAC zu nennen, welches die chirale Vorstufe in der
Synthese zum Antihistaminikum L-Ephedrin darstellt. Die (R)-PAC Bildung wird durch die
Pyruvatdecarboxylase (Abb. 5) katalysiert, zur Herstellung wird Hefe unter Zugabe von
Benzaldehyd fermentiert, einem der ersten grof3technischen biotechnologischen Verfahren
(1.1) [Hildebrandt & Klavehn, 1930]. Bei der Decarboxylierung von Pyruvat wird der
maktivierte Aldehyd™ (hier Acetaldehyd) auf Benzaldehyd als Acylakzeptor iibertragen.
Decarboxlierung und Carboligation verlaufen tiber den ,,aktiven Aldehyd* als gemeinsame
Zwischenstufe (Abb. 4). Fir die BFD konnten Iding et al., 2000 zeigen, dass dieses
Zwischenprodukt auch direkt durch Addition eines Donoraldehyds (z.B. Benzaldehyd, Abb.

4) an den Cofaktor generiert werden kann.
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Abb. 4: Reaktionsmechanismus der PpBFD. Decarboxylierung von Benzoylformiat zu Benzaldehyd als
Hauptreaktion und die C-C-Verkniipfung mit Acetaldehyd zu (S)-2-Hydroxypropiophenon als Nebenreaktion.

10



EINLEITUNG

Des weiteren ist bekannt, dass Benzaldehyd als Donoraldehyd durch ringsubstituierte
Derivate ersetzt werden kann, mit Ausnahme von Substitutionen an der ortho-Position
[Diinnwald et al., 2000; Iding et al., 2000]. Eine Variation des Akzeptors Acetaldehyd ist
hingegen nur bedingt moglich [Iding et al., 2000]. So konnte zwar die Carboligaseaktivitt
auch mit Benzaldehyd als Acylakzeptor beobachtet werden [Demir et al., 1999], die Aktivitét
ist jedoch um ein Vielfaches geringer als mit Acetaldehyd als Akzeptor [Iding et al., 2000].
Betrachtet man die beiden Decarboxylasen BFD und PDC beziiglich ihrer gebildeten
Produkte aus den Substraten Benzaldehyd und Acetaldehyd, so fillt auf, dass sie die
Entstehung zueinander tautomerer Produkte mit entgegengesetzter Enantioselektivitit
katalysieren (Abb. 5). Ein weiteres ThDP-abhédngiges Enzym, die Benzaldehydlyase (BAL)
aus Pseudomonas fluorescens, erginzt dieses Produktspektrum: sie bildet das zur BFD
enantio-komplemetiare Produkt (R)-2-HPP (Abb. 5) [Demir et al., 2002]. Zusammen
ermoglichen BFD, PDC und BAL den Zugang zu einer Vielzahl sich komplimentierender 2-
Hydroxyketone [Pohl et al., 2002, 2004].

OH
(R)-PAC
(0]
0
PDC
o CHgy
BAL
+ -
)k (R)-2-HPP
H H3C H
BFD
(S)-2-HPP

Abb.5: Gemischte Ligationsprodukte aus Benzaldehyd und Acetaldehyd, die durch die Katalyse mit BAL,
BFD und PDC zugénglich sind. Die Biokatalysatoren PDC und BAL ermdglichen die Synthese der tautomeren
Produkte PAC und 2-HPP mit einer Selektivitdt fiir das (R)-Enantiomer. Die BFD katalysiert aus Benzaldehyd
und Acetaldehyd das zur BAL enantiokomplementire Produkt (S)-2-HPP.

11
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Die Carboligation findet am selben aktiven Zentrum statt, das auch die Decarboxylierung
katalysiert. Das bedeutet auch, dass die fiir den Mechanismus der Decarboxylierung
beschriebenen katalytischen Reste z.T. auch die Carboligation beeinflussen. Dies konnte fiir
die Histidinreste an Position 70 und 281 gezeigt werden. Wahrend eine Mutation an Position
70 zu Alanin zu einem fast vollstdndigen Riickgang der Carboligasereaktion fiihrt, kommt es
durch den gleichen Austausch an Position 281 zu einer deutlichen Verbesserung der Reaktion
mit Benzaldehyd als Acylakzeptor. Ob dafiir mechanistische Effekte verantwortlich sind, rein
sterische [Siegert, 2000] oder eine Kombination beider Mdglichkeiten, ist noch nicht geklért.

Enantioselektivitat der Carboligasereaktion

Die BFD katalysiert die Bildung von (S)-2-HPP mit einem Enantiomereniiberschuss (ee) von
bis zu 95 % [Iding et al., 2000]. Tauscht man die Reste A460 und F464 jeweils gegen ein
Isoleucin (analog dem aktiven Zentrum der PDC) so liegt der ee fiir (S)-2-HPP fiir die
Einzelmutanten bei 10 bzw. 42%. Die Doppelmutante zeigt eine Umkehrung der
Enantioselektivitit: mit einem ee von 50% wird das entsprechende (R)-Enantiomer gebildet
[Siegert et al., 2004, 2005]. Mit Benzaldehyd als Acylakzeptor entsteht mit dem Wildtyp-
Enzym (R)-Benzoin [Demir et al., 1999, Iding et al., 2000].

Die Stereoselektivitit der 2-HPP Bildung ist zudem abhéngig von der eingesetzten Menge an
Benzaldehyd. Mit steigender Konzentration nimmt die chirale Induktion ab. Fiir Acetaldehyd
wurde dieser Effekt nicht beobachtet [Iding et al., 2000].

Iding et al. entwickelten 2000 ein Modell zur Erklarung der Enantioselektivitit der
Carboligation, katalysiert durch die BFD, aufbauend auf Daten der Kristallstruktur [Hasson et
al., 1998]. Abb. 6 zeigt dieses Modell.
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Abb.6: Enantioselektivitat der BFD. Als Grundvoraussetzung wird angenommen, dass der Phenylring des
»aktivierten Aldehyds* coplanar zum Thiazoliumring des Cofaktors ausgerichtet ist, um eine Delokalisierung der
Elektronen zu ermoglichen. Grundsitzlich sind dann zwei verschiedene Orientierungen (A und B) des Donors-
ThDP Komplexes moglich. Aufgrund der Wechselwirkung zwischen dem Phenylring des gebundenen
Benzaldehyds und den Phenylringen der Aminosduren F397 und F464 wird Orientierung A als die
wahrscheinlichere angenommen. Bei dieser Ausrichtung kommt es zur bevorzugten Bildung von (S)-2-HPP
aufgrund der favorisierten Orientierung des Carbonylkohlenstoffs des Akzeptors zum Phenylring des Donors.
(R)-Benzoin und (R)-2-HPP werden geringfligig als Nebenprodukte gebildet [Iding et al., 2000].

Wie bereits eingangs erwidhnt, handelt es sich bei der durch die BFD katalysierte
Carboligation um eine Nebenreaktion des Biokatalysators. Mittels gerichteter Evolution,
welche den Vorteil bietet, dass die Kenntnis molekularer Struktur-Funktionsbeziehungen
nicht gegeben sein muss, konnte von Lingen et al. 2002 eine Variante, PpBFDL476Q, erzeugt
werden, welche eine filinffach erhohte Carboligaseaktivitidt beziiglich (S)-2-HPP zeigt.
Interessanterweise stellt diese Variante gleichzeitig die Losung des ,,0rtho-Problems® dar. Die
Mutation fiithrte zu einer Variante, die ortho-substituierte Benzaldehyde als Acyldonoren
akzeptiert [Lingen et al., 2003].

Die mutagenisierte Position liegt nicht im aktiven Zentrum sondern auf einer dazu
benachbarten Schleife. Letztendlich wird eine Erhohung der Geschwindigkeit, mit der

Substrat und Produkt das aktive Zentrum erreichen bzw. verlassen durch eine erhohte
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Flexibilitdt dieser Schleife als Ursache fiir die erhohte Carboligase-Aktivitit angenommen
[Lingen et al., 2002]. Die Erweiterung des Acyldonor-Spektrums durch die eingefiihrte
Substitution ist nicht direkt erklarbar [Lingen et al., 2003].

1.4  Die gerichtete Evolution von Biokatalysatoren

Die gerichtete Evolution ahmt die natiirliche Evolution, das ungerichtete, zufillige Verdndern
von Eigenschaften mit anschlieBender Selektion (,,survival of the fittest®, bereits 1859 von
Darwin beschrieben), in verkiirzter Zeit in Laborexperimenten nach. Durch
molekularbiologische Methoden wird dabei genetische Diversitit in einem Zielgen erzeugt
(1.4.1), die generierte Mutantenbank exprimiert und die korrespondierenden Proteinvarianten
auf die gewiinschte(n) Eigenschafte(n) hin untersucht. Dabei wird entweder -ein
Selektionsdruck erzeugt, oder jede einzelne Variante wird in einem entsprechenden Test
gepriift (1.4.2). Die so identifizierten Varianten konnen zur weiteren Optimierung einem
neuen Zyklus gerichteter Evolution unterzogen werden.

Spiegelman und Mitarbeiter fiihrten bereits 1967 das Prinzip der ,,Evolution im Reagenzglas*
ein. Durch Chen & Arnold, 1993, sowie Roberts et al., 1992, wurde dieses Prinzip erstmals
fiir die Optimierung von Biokatalysatoren genutzt. Fiir die Anwendung dieser Methode sind
weder Kenntnisse der Struktur noch  von Struktur-Funktionsbeziehungen erforderlich
[Roberts et al, 1992; Chen & Arnold, 1993], welche jedoch mit Hilfe dieser Methode
gewonnen werden konnen [Lee et al., 2000]. Damit steht der Ansatz der gerichteten Evolution
im Gegensatz zum rationalen Design, bei dem gezielt auf dem oben genannten Wissen
aufbauend, Aminosdureaustausche in den Biokatalysator eingefiihrt werden [Bornscheuer &
Pohl, 2001].

Inzwischen ist die gerichtete Evolution eine etablierte Technik, Biokatalysatoren zu
optimieren, z.B durch Anpassung an die an sie gestellten Anforderungen bei dem Einsatz in
Biotransformationen (pH, Temperatur, Losungsmittel) [Bessler et al., 2003; Sriprapundh et
al., 2003; Wong et al., 2004; Stephens et al., 2006], Verbesserung der Aktivitdt [Ness et al.,
2002; Terao et al., 2006], Verdanderung der Substratspezifitdt [Cho et al., 2004, Hancock et
al., 2006] und/ oder Optimierung der Stereoselektivitit [Jaeger & Eggert, 2004; Reetz, 2006].

14
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1.4.1 Erzeugen genetischer Diversitat

Man unterscheidet bei den Methoden der gerichteten Evolution zur Erzeugung genetischer
Diversitit nicht-rekombinative und rekombinative Ansdtze [Lutz & Patrick, 2004; Bloom et
al., 2005; Reetz, 2006], wobei die rekombinativen Methoden nochmals aufgeteilt werden
konnen in Methoden zur Rekombination homologer Gene und nicht-homologer Gene.

Eine nicht-rekombinative Methode ist die fehlerhafte PCR (epPCR). Bereits 1989 beschrieb
Leung et al. diese Methode zur Einfiihrung zufdlliger Mutationen. Von Cadwell und Joyce
wurde sie weiter verbessert. Unter anderem durch verdanderte MgCl,-Konzentrationen und die
Zugabe von MnCl, kann die natiirliche Fehlerrate der Tag-Polymerase, welche keine
Korrekturfunktion besitzt, erhoht werden [Cadwell & Joyce, 1992]. Anstatt die
Reaktionsbedingen zu dndern, konnen auch andere Polymerasen mit hoheren Fehlerraten
eingesetzt werden [Cline & Hogrefe, 2000; Biles & Connolly, 2004]. Als Nachteil dieser
Methode ist zu erwidhnen, dass aufgrund des degenerierten genetischen Codes einige
Aminosdureaustausche bevorzugt werden, wihrend andere nicht zuginglich sind [Eggert et
al., 2004; Wong et al., 2006]. Um dieses Problem zu iiberwinden, wurden andere nicht-
rekombinative Methoden entwickelt, die jedoch in ihrer Anwendung aufwendiger sind. Ein
Beispiel ist die Sittigungsmutagenese, bei der Aminosdure(n) an einer oder an mehreren
Positionen gegen alle natiirlich vorkommenden Aminosduren ausgetauscht werden. Dabei
konnen alle 64 Basentripletts eingesetzt werden oder eine geringere Anzahl, bedingt durch die
Degenration des genetischen Codes [Airaksinen & Hovi, 1998; Georgescu, 2003], um den
Aufwand beim anschlieBenden Screening zu minimieren. Bei MAX-Randomization werden
nur 20 fiir E. coli optimierte Codons eingesetzt [Hughes et al., 2003]. Einen guten Uberblick
tiber weitere Methoden bietet Wong et al., 2006.

Aufgrund der einfachen und schnellen Anwendbarkeit stellt die epPCR immer noch den
haufigsten Startpunkt flir die gerichtete Evolution von Biokatalysatoren, bestitigt wird die
Methode auBerdem durch ihre durchaus erfolgreiche Anwendung bei der Optimierung von
Thermostabilitit [Stephens et al., 2006], Stereoselektivitit [Reetz et al., 2004],
Substratspezifitdt [Mahan et al., 2004] und spezifische Aktivitit [Kim et al., 2004; Kumar et
al., 2005].

Vorreiter aller homologieabhidngigen Rekombinationsmethoden ist das 1994 entwickelte
DNA-Shuffling von Stemmer [Stemmer, 1994a, b]. Varianten eines Gens oder verschiedene,

homologe Gene (Family Shuffling) [Crameri et al., 1998] werden in einem DNAse-Verdau
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fragmentiert und die so entstandenen Teilstliicke anschlieBend in einer PCR-dhnlichen
Reaktion miteinander rekombiniert.

Mutationen, welche sich innerhalb eines epPCR-Ansatzes als niitzlich herausgestellt haben
beziiglich bestimmter Eigenschaften des zu evolvierenden Biokatalysators, konnen mit Hilfe
des DNA-Shufflings miteinander kombiniert werden. Im Idealfall kommt es zur Vereinigung
der Eigenschaften in einer Variante oder zur Addition und damit weiteren Verbesserung einer
Eigenschaft. Solbak et al. erhielten 2005 so beispielsweise eine Variante, die eine hohere
Thermostabilitit aufzeigt als die im Vergleich zum Wiltyp bereits stabileren
Ausgangsvarianten.

Werden homologe Gene miteinander rekombiniert (Family Shuffling) [Crameri et al., 1998],
eroffnet sich ein groBerer Sequenzraum und damit groBere Diversitit. Allerdings ist die
Methode, da sie auf Regionen mit Sequenzidentitdt fiir das Stattfinden von Crossovers basiert,
auf Gene mit einer Sequenziibereinstimmung von mindestens 70-75 % beschrankt [Bloom et
al., 2005]. Von der Technik des DNA-Shufflings ausgehend wurden Variationen entwickelt.
Dazu gehoren auch Ansitze, bei denen statt durch einen DNase-Verdau generierte Fragmente
ausgewdhlte Oligonukleotide in den Rekombinationsansatz eingesetzt werden, wie z.B bei
Degenerate Homoduplex Recombination [Coco et al., 2002], Synthetic Shuffling [Ness et al.,
2002], ADO (Assembly of Designed Oligonucleotides) [Zha et al., 2003] oder MUPREC
(Multiplex-PCR-based recombination) [Eggert et al., 2005]. Weitere Beispiele sind von
Bloom et al., 2005 und Lutz & Patrick, 2004 zusammengefasst worden.

Als erste Methode zur Rekombination nicht-homologer Sequenzen ohne Kenntnisse der
Struktur der codierten Biokatalysatoren gilt ITCHY (Incremental Truncation flr the Creation
of Hybrid Enzymes) [Ostermeier et al., 1999a, b; Lutz et al., 2001a]. Es werden die zu
rekombinierenden Gene einem Verdau mit der Exonuklease III unterzogen und anschlieend
die erhaltenen verkiirzten Genfragmente miteinander fusioniert. So entstehen Gen-Chimiren
mit je einem Crossover. Ein dhnliches Prinzip verfolgt die Methode SHIPREC (Sequence
Homology Independent Protein Recombination) [Sieber et al., 2001]. SCRATCHY ist eine
Kombination aus ITCHY und dem klassischem DNA-Shuffling, wobei die durch ITCHY
erhaltenen Hybrid-Gene in einem DNA-Shuffling miteinander rekombiniert werden (Abb. 7).
Die Fusionsorte der Hybride stellen die Orte der moglichen Crossover-Ereignisse dar [Lutz et
al., 2001b; Kawarasaki et al., 2003; Griswold et al., 2005]. Als weitere Methoden der nicht-
homologen Rekombination sind z.B. SCOPE (strucure based combinatorial protein

engineering) [O’Maille et al., 2002] oder SISDC (sequence-independent site-directed
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chimeragenesis) [Hiraga & Arnold, 2003] zu nennen, im Gegensatz zu SCRATCHY sind hier

allerdings strukturelle Daten erforderlich.

Abb. 7: Schematische Darstellung verschiedener Ansatze zur Erzeugung genetischer Diversitat. A Nicht-
rekombinativer Ansatz: zufillige Punktmutationen werden in das Zielgen eingefiihrt. B Rekombinativ-
homologieabhéngiger Ansatz: die homologen Ausgangsgene werden fragmentiert und anschlieBend durch PCR
zufllig wieder verkniipft. C Rekombinativ-homologieunabhéngiger Ansatz am Beispiel von SCRATCHY [Lutz
et al., 2001a]: Zwei Gene werden verdaut und die Fragment unterschiedlicher Lange zufillig ligiert. Es entstehen
chimdre Genvarianten, welche fragmentiert werden und durch ein PCR-éhnliches Verfahren zufillig wieder
verkniipft werden. Schwarze Dreiecke stellen mutierte Genbereiche dar.

1.4.2 Identifizierung der optimierten Varianten

Die mittels molekularbiologischer Methoden generierten Mutanten miissen exprimiert und die
korrespondierenden Enzymvarianten auf die gesuchte Eigenschaft hin getestet werden. Fiir
die Einfiilhrung von Punktmutationen lésst sich eine theoretische Anzahl der zu erwartenden
Varianten N unter Einbeziehen der Anzahl der Aminosdureaustausche M sowie Gesamtanzahl
der Aminosduren des Proteins X berechnen: N = (19MX!)/(X-M)IM!. So ergibt ein
Aminosédureaustausch fiir ein Modellprotein von insgesamt 300 Aminsoduren 5700
theoretisch mogliche Varianten, bei zwei Austauschen konnten es bereits 16.190.850
Varianten sein [Arnold, 1996].

Die Selektion kann am ehesten diesen enormen Zahlen gerecht werden, ihr grofter Vorteil ist

der hohe Durchsatz von bis zu 10'° Varianten [Brakmann, 2001; Taylor et al., 2001]. Bei der
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Selektion wird die Funktion der Variante (Phinotyp) direkt mit der zugrunde liegenden
genetischen Information (Genotyp) verbunden. Es konnen intrazelluldre Expressionsysteme
eingesetzt werden, aber auch Oberfichen-Displaysysteme. Werden die die Varianten
kodierenden Gene in Mikroorganismen exprimiert, so kommt es zur Selektion, indem die
korrespondierenden Enzyme den Organismen Wachstum unter selektiven Bedingungen
ermoglichen, soweit sie die gewiinschte Eigenschaft besitzen [Robertson et al., 2004;
Henning et al., 2006]. Ein Beispiel fir Display-Systeme ist das Phagen-Display [Aharoni et
al., 2005b]. Eine Selektion kommt dadurch zustande, dass die an der Oberfldche
»prasentierten” Proteine Bindungen mit (immobilisierten) Liganden eingehen. Diese Liganden
konnen Analoge zu Zwischenprodukten der Katalyse oder Suizid-Inhibitoren sein [Widersten
& Mannervik, 1995; Fernandez-Gacio et al., 2003]. Inzwischen gibt es auch Display-Systeme
mit denen auf Aktivitét selektiert werden kann [Strobel et al., 2003; Yin et al., 2004].

Steht kein Selektionssystem zur Verfligung, miissen die Varianten mittels eines passenden
Hochdurchsatz-Ansatzes (Screening) durchgemustert werden. Da dabei jede einzelne Variante
auf die gewiinschte Eigenschaft hin getestet wird, ist es wichtig, dass ein solcher Test schnell
und moglichst automatisiert durchfiihrbar ist [Bornscheuer, 2004]. Téglich kdnnen je nach
System 1000 bis 10.000, insgesamt maximal 10° — 10’ Enzymvarianten getestet werden
[Reetz, 2003]. Ein Screening basiert auf einem nachweisbaren Signal, welches durch die
gewliinschte Aktivitdt verursacht wird. Dabei kann bei einigen Ansdtzen auch die
Enantioselektivitit der Katalyse bestimmt werden. Einen Uberblick bietet hier Reetz, 2006.
Einfach und schnell zu detektieren sind Farbdnderungen, bzw. Wellenldngendnderungen, wie
sie bei dem Einsatz von chromophoren oder fluorophoren Substraten beobachtet werden
konnen. Hiermit kann nicht nur Aktivitit liberhaupt nachgewiesen, sondern direkt eine
Kinetik der katalysierten Reaktion aufgenommen werden [Winkler & Stuckmann, 1979]. Ein
Nachteil eines solchen Ansatzes ist allerdings, dass es sich bei den eingesetzten Substraten
meist nicht um die spiter relevanten Substrate der Biokatalyse handelt. Eine weitere
Maéglichkeit ist der Nachweis von pH-Anderungen, verursacht durch die Biokatalyse, durch
pH-Indikatoren [Deng & Chen, 2004; Liu et al., 2006]. Anstatt ein chromophores Substrat
einzusetzen, kann auch erst das Produkt der Katalyse durch Farbreagenzien nachgewiesen
werden. Dies kann direkt geschehen [Breuer et al., 2002] oder indirekt, indem das Produkt
durch ein weiteres Enzym umgesetzt wird, was z.B. bei dem Nachweis enantioselektiver
Enzyme Anwendung findet [Li et al., 2004; Rejeb et al., 2004]. Vorteil des direkten
Nachweises ist sicherlich, dass keine Limitierungen durch zusitzlich eingesetzte Enzyme

entstehen.

18



EINLEITUNG

1.5  Aufgabenstellung

Betrachtet man chirale 2-Hydroxyketone als wichtige Synthone in der organischen Chemie,
sind diese vor allem dann interessant, wenn sie zuséitzliche funktionelle Seitenketten besitzen,
die Folgereaktionen ermdglichen. Ziel dieser Arbeit war es (S)-2-Hydroxy-3,3-
dimethoxypropiophenon, das Carboligationsprodukt aus Benzaldeyd und

Dimethoxyacetaldehyd, zuginglich zu machen (Abb. 8).

Abb. 8: Zielreaktion. Carboligation der Substrate Benzaldehyd und Dimethoxyacetaldehyd zu (S)-2-Hydroxy-
3,3-dimethoxypropiophenon.
Die PpBFD ist ein wertvoller Katalysator fiir die Synthese von chiralen 2-Hydroxyketonen.
Unter den auf ihr Carboligasepotential untersuchten Enzymen BAL und PDC zeigt die
PpBFD als einzige eine (S)-selektive Katalyse (Abb. 5). Dabei ist das Spektrum der
Akzeptoraldehyde allerdings auf Acetaldehyd beschrinkt [Iding et al., 2000].
Um die Zielreaktion mittels enzymatischer Katalyse zu etablieren, sollten drei
unterschiedliche Ansétze verfolgt werden.
(1) Uber Datenbankrecherche sollten neue potenzielle BFD-Sequenzen in dffentlichen
Datenbanken identifiziert werden. Die kodierenden Gene sollten aus den
entsprechenden Organismen isoliert, und die korrespondierenden Proteine beziiglich
ihrer katalytischen Eigenschaften charakterisiert werden, sowie auf Katalyse der
Zielreaktion untersucht werden.
AufBlerdem sollte die bereits bekannte PpBFD iiber Zufallsmutagenese beziiglich ihres
Akzeptoraldehydspektrums optimiert werden.
(2) Zum einen sollte eine Sequenz-unabhidngige rekombinative Methode etabliert
werden, um die Rekombination der PpBFD mit strukturhomologen ThDP-abhédngigen
Proteinen zu ermdglichen und so neues Katalysepotential zu erschlie3en.
(3) Zum anderen sollte die PpBFD durch Einfithrung von Punktmutationen iiber
fehlerhafte PCR auf die Zielreaktion optimiert werden. Die gewonnenen Ergebnisse
sollten dariiber hinaus zum Verstdndnis der Struktur-Funktionsbeziehungen der BFD,

als auch der Klasse der ThDP-abhéngigen 2-Ketosduredecarboxylasen beitragen.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Antibiotika und Enzyme wurden von den
folgenden Firmen in p.A. Qualitit bezogen:

Antibiotika: Gerbu (Geilberg), Serva (Heidelberg)

Chemikalien: Fluka (Sternheim), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Enzyme: Restriktionsenzyme wurden von der Firma Fermentas (St.Leon-Roth) bezogen,
sowie auch T4-DNA-Ligasen und Klenow-Fragment. TurboPfu-Polymerasen wurden bei der
Firma Stratagene (Heidelberg) erworben, Goldstar7ag-Polymerasen bei Eurogentec (Seraing,
Belgien). Weitere Enzyme: MungBohnen-Nuclease von New England Biolabs (MA, USA),
Lysozym und Horse liver ADH (HIADH) von Sigma-Aldrich (Taufkirchen).
Medienkomponenten: Fluka (Sternheim), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich
(Taufkrichen)

2.2 Bakterienstamme und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme und alle verwendeten Vektoren und

rekombinanten Plasmide sind in Tab. 3, Tab. 4 und Tab. 5 aufgefiihrt.

Tab. 3: Die verwendeten Bakterienstiamme

Stamm Genotyp Referenz/
Bezugsquelle

E.coli BL21(DE3) F ompT hsdSp(rgmg) gal dem (Aclts857 indl Novagen,

Sam?7 nin5 lacUV5-T7 genel) Madison, USA
E.coli XL1 blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 Stratagene,

relAl lac [F’ proAB laclqZM15 Tnl0 Tetr)]  Heidelberg
Pseudomonas Wildtyp Holloway et al.,
aeruginosa PAO1 1979
Bradyrhizobium Wildtyp DSMZ,
Jjaponicum USDA Braunschweig
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Tab. 4: Ubersicht der fiir E.coli verwendeten Vektoren

Vektor

genetische Marken Referenz/ Bezugsquelle

pET22b ColEl P77, Amp"

pET28a ColEl Pzy,. Kan'

Novagen, Madison, USA

Novagen, Madison, USA

Tab. 5: Ubersicht der verwendeten rekombinanten Plasmide

Alle pET- und pKK- Konstrukte beinhalten eine C-terminale His-Tag Fusion.

Rekombinante Beschreibung Referenz

Plasmide

pUC_BjBFD pUC19 mit mdIC aus B. japonicum, diese Arbeit
kloniert iiber Smal / Hindl11

pET BjBFD pET22b mit mdIC aus B. japonicum, kloniert iiber Ndel diese Arbeit
/ Hind111

pET PaBFD pET22b mit mdIC aus P. aeruginosa, kloniert liber diese Arbeit
Ndel /| Hindlll

pKK PpBFD pKK233-2 mit mdIC aus P. putida, kloniert liber Ncol/ 1ding et al.,
Bglll 2000

pET PpBFD pET28a mit mdIC aus P. putida, kloniert tiber Ncol / diese Arbeit
Xhol

pET PpBFD-Apal  pET28a mit mdIC aus P. putida ohne interne Apal diese Arbeit

pKK_BAL

pET BAL

pET BAL-Ncol

pKK_PpBFDL476Q

pET PpBFDL476Q

pET PpBFD55E4

Schnittstelle, kloniert iiber Ncol/ Xhol

pKK233-2 mit bznB aus P. fluoreszens, kloniert liber
Ncol/Bglll

pET22b mit bznB aus P. fluoreszens, kloniert {iber
Ndel/ Xhol

pET28a mit bznB aus P. fluoreszens ohne interne Ncol
Schnittstelle, kloniert iiber Ncol / Xhol

pKK233-2 mit mdIC aus P. putida mit L476Q
Substitution, kloniert tiber Ncol / Hindl11

pET28a mit mdIC aus P. putida mit L476Q
Substitution, kloniert iiber Ncol/ Hindll1

wie pET PpBFDL476Q, mdIC-Gen mit A255G und
1260T Substitution, kloniert tiber Ncol/ HindlIll

Janzen, 2002
diese Arbeit
diese Arbeit
Lingen et al.,
2002

diese Arbeit

diese Arbeit
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2.3 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit aufgefiihrten Oligonukleotide wurden von der Firme THERMO (Ulm)

bezogen und sind im Detail in der Tabelle 6 aufgefiihrt.

Tab. 6: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide

Name DNA-Sequenz (5°-3’ Richtung) Merkmale/
Modifikationen
BjBFD Ndel ATATCATATGAAGAACAAGATCAACGGCCGTTC Ndel

BjBFD_HindIII
PaBFD Ndel
PaBFD_HindIII
PpBFD Ncol
PpBFD_HindIII
PpBFD Xhol
pET28 MP Ncol
PpBFD MP 621
MP up 1PCR
MP_down IPCR
MP_up 2PCR
MP down 2PCR
pKK233-2for
pKK233-2rev
OvEx 255 up
OvEx 255 low
OvEx 260 up

OvEx 260 low

ATATAAGCTTCACCTTCCCGTCCACCATTACCTCG
ATATCATATGAAAACCGTCCATTCCGCG
ATATAAGCTTGGGTTCGATGGTTTGCGTCG
ATATCCATGGCTTCGGTACACGGCACCACATAC
ATATAAGCTTCTTCACCGGGCTTACGGTGCTTAC
ATATCTCGAGCTTCACCGGGCTTACGGTG
CTTTAAGAAGGAGATATATACCATGG
GACGTCCGGACCCAGGACGATCG
TTGTGGTGACCGTCCATGGCGATGATTAC
GGGCGCCGCCATCGCGACC
TTGTGGTGACCGTCC
ATATCTCGAGTGCGAAGGGGTCCATGC
CACACAGGAAACAGACCATGG
TCCGCCAAAACAGCCAAGCTT
GATGCCANNSGGCATCGCAGCGATTTCTCAG
CTGAGAAATCGCTGCGATGCCSNNTGGCATC
GATGCCAGCTGGCATCGCAGCGNNSTCTCAG

CTGAGASNNCGCTGCGATGCCAGCTGGCATC

Hindlll
Ndel
HindI1l
Ncol
HindI11
Xhol
Ncol
G—-A
Ncol

G-—-C

Xhol

Ncol

HindI1l

Restriktionsschnittstellen sind fett gedruckt, Basensubstitutionen unterstrichen dargestellt. Der
Buchstabe ,,N“ steht fiir alle 4 moglichen Basen, der Buchstabe ,,S* fiir dGTP und dCTP.
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2.4 Nahrmedien

LB-Medium: 10g/1 Trypton; 10g/l NaCl; 5 g/l Hefeextrakt
TB-Medium: 900 ml Losung 1 + 100 ml Lésung 2 + 4 ml Glycerin
Losung 1: 12g/1 Trypton; 24g/1 Hefeextrakt
Losung 2 (10x): 23g/1 KH2PO4; 164g/1 K2HPO4

Die Medien wurden vor der Anwendung autoklaviert. Die drei Komponenten des TB-Medium
werden erst nach dem Autoklavieren zusammengegeben. Nicht-hitzebestindige Chemikalien
wurden sterilfiltriert (Porendurchmesser 0,2 um, Schleicher & Schuell, Dassel) und dem
Medien nach dem Erkalten zugesetzt. Zur Herstellung von Festmedien wurde zu den

entsprechenden Fliissigmedien vor dem Autoklavieren 1,5% Agar gegeben.

2.5 Kultivierung und Lagerung von Bakterien

2.5.1 Schuttelkolbenkultivierung

Kulturen von E. coli wurden in LB-Medium angelegt und bei 37°C bebriitet.
Uberexpressionskulturen wurden in TB-Medium angezogen. Fliissigkulturen bis zu einem
Volumen von 5 ml wurden im Reagenzglas auf einem Reagenzglas-Rotator (Neolab,
Heidelberg) angezogen. Fliissigkulturen groBerer Volumina wurden in Erlenmeyerkolben auf
einem Inkubationsschiittler (GFL, Burgwedel) bei 150 UpM bebriitet. Als Ubernachtkulturen
(UK) wurden solche Kulturen bezeichnet, die mindestens 16 h bebriitet wurden. Das
Verhiltnis zwischen Kulturvolumen und Volumen des verwendeten Erlenmeyerkolbens
betrug maximal 1:5. Ubernachtkulturen wurden mindestens 16 h kultiviert. Hauptkulturen
wurden jeweils aus einer Ubernachtkultur mit 1/100 Volumen angeimpft. Zur Expression der
heterologen Gene wurde die Expression der T7-RNA-Polymerase bei dem Erreichen einer
ODsgo= 0,6 — 1 durch die Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,8-1 mM) induziert. Stimme
mit Plasmid-kodierten Resistenzmarkern wurden stets unter Selektionsdruck durch Zugaben
von 100 pg/ml Ampicillin oder 50 pg/ml Kanamycin kultiviert. Zur dauerhaften Lagerung der
Stimme wurden Ubernachtkulturen mit 7,5 % (v/v) DMSO versetzt und bei -80°C

tiefgefroren.
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2.5.2 Hochzelldichte (HZD)-Fermentation

Die HZD-Fermentation wurde wie unter Detry et al., 2006, angegeben durchgefiihrt.

2.6 Isolierung von Nukleinsduren

Die Isolierung von Plasmid-DNA wurde unter Verwendung von Plasmid-Isolationskits der
Firmen Qiagen (Hilden) und Eppendorf (Hamburg) durchgefiihrt. Chromosomale DNA wurde
mit Hilfe des DNeasy Tissue Kits (Qiagen, Hilden) aus Zellen von P. aeruginosa PAO1 und
B. japonicum USDA isoliert. In allen Fillen wurde geméall Herstellerangaben vorgegangen.
Die Konzentration der DNA-Prédparationen wurde durch analytische Gelelektrophorese

bestimmt.

2.7 Prazipitation von Nukleinsduren

Die wissrige DNA-Losung wurde mit 1/10 Volumen einer 3 M Kaliumacetat-Losung und
900 pl Ethanol versetzt. Der Ansatz wurde 15 min bei -80°C inkubiert. Anschlieend erfolgte
eine 15-miniitige Zentrifugation (14.000 UpM, 4°C). Das gewonnene Pellet wurde mit
Ethanol 70% gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (5 min, 14.000 UpM, RT) wurde die
DNA in einer Vakuumzentrifuge getrocknet (Univapo 150). Das getrocknete Pellet wurde

anschlieend in A. dest aufgenommen.

2.8 Gelelektrophorese von Nukleinsduren

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Analyse von DNA, sowie zur gezielten Isolierung
von DNA-Fragmenten durchgefiihrt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte nach
Sambrook et al., 1989, in 0,8 — 2 %igen (w/v) Agarosegelen. Als Elektrophoresepuffer wurde
0,5x TBE (45 mM Tris-Base; 45 mM Borat; 1,25 mM EDTA; pH 8,3) verwendet. Als
GroBenstandard wurde die ,,1kb-ladder von Invitrogen (Karlsruhe) eingesetzt. Zur
Dokumentation der Gelelektrophorese-Ergebnisse wurde das Videodokumentationssystem
»EagleEye I1“ der Firma Stratagene (Heidelberg) zusammmen mit dem Drucker ,,Gel Jet
Imager Plus* der Firma Intas (Gottingen) genutzt. Die Elution von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des ,Perfectprep Gelcleanup“-Kits der Firma

Eppendorf (Hamburg) nach Angaben des Herstellers.
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2.9 In vitro Rekombination von DNA

Die Restriktion und die Ligation von DNA-Fragmenten wurden nach den Angaben der
Hersteller der jeweiligen Enzyme durchgefiihrt. Die Reaktionen wurden in den mitgelieferten

Puffern angesetzt.

2.10 Transformation von Bakterienzellen mit Plasmid-DNA

2.10.1 Chemische Transformation von E.coli

Die Herstellung transformationskompetenter E.coli BL21(DE3)-Zellen sowie die
Transformation von Plasmid-DNA wurden nach der RbCI-Methode von Hanahan (1983)
durchgefiihrt.

2.10.2 Elektroporation von E.coli

500 ml LB-Medium wurden mit 5 ml einer Ubernachtkultur inokuliert. Bei einer ODsg = 0,4
— 0,7 wurden die Zellen 20 min auf Eis gekiihlt und anschlieend pelletiert (5000 UpM, 15
min, 4°C). In zwei Schritten wurde das Pellet mit abnehmenden Volumina eiskaltem, 10%
igem Glycerol gewaschen (250 ml, 20 ml) und nach einer letzten Zentrifugation in 2 ml
eiskaltem, 10% igem Glycerol resuspendiert. Die Zellen wurden in Aliquots wurden bis zur
Verwendung bei -80°C gelagert. Die Elektroporation wurde mit Hilfe des MicroPulsers
(BioRad, Miinchen) durchgefiihrt geméll dem durch den Hersteller zur Verfiigung gestellten
Protokoll (BioRad, Miinchen). Nach der Elektroporation wurden die Zellen direkt in LB-
Medium aufgenommen und nach Inkubation bei 37°C fiir 60 min auf Agar-Selektivmedium

ausplattiert.

2.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.11.1 Standard-PCR-Reaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten wurde nach

Saiki et al., 1988, durchgefiihrt. StandardmiBig wurden PCR-Ansdtze mit einem Volumen

von 50 pul angesetzt. Diese setzten sich wie folgt zusammen:
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1 ng Matrizen-DNA (Plasmid oder genomische DNA), 25pmol von jedem Oligonukleotid, 0,2
mM dNTPs und 2,5 U TurboPfu-Polymerase. Die PCR-Reaktionen wurden in dem
entsprechenden Puffer des Herstellers angesetzt. Die PCR-Reaktionen wurden in dem PCR-
Automaten ,,Mastercycler gradient der Firma Eppendorf (Hamburg) durchgefiihrt. Dabei
kam folgendes Programm zur Anwendung: 1x (5 min 98°C), 35x (1 min 95°C, 1 min X°C,
1,5 min 72°C) und 1x (7 min 72°C). Die Annealing-Temperatur (X) wurde dabei den
entsprechenden Schmelztemperaturen der verwendeten Oligonukleotide angepal3t.

Zur Reinigung von PCR-Produkten wurde das ,,NucleoSpin Extract“-Kit der Firma Macherey

& Nagel (Diiren) nach Herstellervorschrift angewendet.

2.11.2 Ortsspezifische Mutagenese

Zielgerichtete Basenaustausche wurden mit zwei unterschiedlichen Methoden in die zu
mutagenisierenden Sequenzen eingefiihrt. Zum einen wurde nach der ,,Megaprimer“-Methode
nach Barettino et al., 1994, vorgegangen. Diese Methode wurde angewendet, um die interne
Apal-Schnittstelle im die PpBFD kodierenden Gen mdIC zu eliminieren. Dabei wurde in
einer ersten Standard-PCR-Reaktion (2.10.1) ein Megaprimer synthetisiert, der durch den
eingesetzten Mutagenese-Primer PpBFD_MP 621 die gewiinschte Punktmutation enthielt. In
dieser Reaktion wurde als weiteres DNA-Startermolekiil der flankierender Primer
pET28 MP Ncol eingesetzt, zum Mutageneseprimer entgegengesetzt orientiert, und als
Matrizen-DNA das Konstrukt pET PpBFD. In einer zweiten PCR-Reaktion wurde zur
Amplifizierung des kompletten Gens der Megaprimer zusammen mit zwei das zu
mutagenisierende Gen flankierenden Oligonukleotiden eingesetzt, pET PpBFD und
PpBFD Xhol. Als Matrizen-DNA wurde pKK PpBFDL476Q gewidhlt, so dass der
flankierende Primer, welcher bereits in der ersten PCR eingesetzt worden war, nur an den
Megaprimer binden konnte. So wurde eine Amplifizierung der Wildtyp-Sequenz vermieden.

In einem zweiten Ansatz zur Eliminierung der internen Ncol-Schnittstelle des bznB-Gens,
welches die BAL kodiert, wurde die Megaprimer-Methode derart abgewandelt, dass ein
Wechseln der Matrizen-DNA zwischen erster und zweiter PCR unnétig wurde. In der ersten
PCR-Reaktion wurden die beiden Startermolekiile MP up 1PCR und MP down 1PCR
eingesetzt. MP_down 1PCR diente dabei als Mutagenese-Primer. Das zweite Oligonukleotid
MP up 1PCR hingegen trug eine kiinstliche Sequenz stromaufwiérts des Startcodons, welche
in der zweiten PCR dem darauf abgestimmten Oligonukleotid MP up 2PCR als
Hybridisierungssequenz diente. Dadurch wurde ein Wechsel der Matrizen-DNA pET BAL
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vermieden. In der zweiten PCR wurde zusétzlich der das Gen stromabwiérts flankierende
Primer MP down 2PCR eingesetzt, um die Amplifizierung des Volllangenprodukts zu
ermoglichen. Die einzelnen PCR-Reaktionen wurden geméll dem Protokoll der Standard-PCR

(2.11.1) durchgefiihrt.

2.11.3 Fehlerhafte PCR (epPCR)

Es wurde eine Fehlerrate von 2-4 Basensubstitutionen pro Gen durch folgenden
Reaktionsansatz erreicht: 5 pmol von jedem Oligonukleotid, 75 mM Tris/HCI Pufter (pH 8,8),
20 mM (NH4),SO4, 1,5 MgClp, 0,5 mM MnCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,01% Tween 20, 1 ng
Matrizen-DNA, 10 U Goldstar 7ag-Polymerase (2.1). Die PCR Reaktion wurde wie unter
2.10.1 durchgefiihrt. Als Template diente das Konstrukt pKK PpBFDL476Q, als Primer die
Oligonukleotide pKK233-2for und pKK233-2rev. Durch mehrere parallele epPCR Ansétze,
welche anschlieBend vermischt wurden, wurde eine hohere Diversidt der eingefiihrten

Mutationen gesichert.

2.11.4 Sattigungsmutagenese

Die Sittigungsmutagense an den Aminosdurepositionen 255 und 260 des die PpBFD
kodierenden Gens mdlC wurde mit der Methode der overlap-extension PCR durchgefiihrt.
Diese empfiehlt sich bei Mutagenesen, bei denen die zu verdndernde Position im mittleren
Sequenzbereich liegt [Georgescu et al., 2003]. In einer ersten PCR wurden die gewiinschten
Substitutionen eingefiihrt, indem die zu mutagenisierende Position durch zwei
sequenzhomologe Mutagense-Oligonukleotide, allerdings unterschiedlicher Orientierung,
abgedeckt wurde. Als Template diente das Konstrukt pET28 1.476Q. Als Primer wurden fiir
die Position 255 die Oligonukleotide OvEx 255 up und OvEx 255 low eingesetzt, flir die
Position 260 OvEx 260 up und OvEx 260 low. Die beiden entgegengesetzt orientierten
Mutagenese-Primer wurden in zwei getrennten PCR-Reaktionen entsprechend mit einem der
beiden das Gen flankierenden Primern PpBFD_ Ncol und PpBFD_HindIII eingesetzt, sodass
nach dem 1. Schritt der Overlap-Extension-PCR zwei Produkte vorlagen: der stromaufwirts
von der zu mutagenisierenden Position liegende Bereich des Gens, sowie der stromabwirts
liegende Bereich. Durch die Mutagense-Oligonukleotide besallen die beiden Teilstlicke einen
tiberlappenden Sequenzbereich, {iber die sie in einer zweiten PCR, in der beide Teilstiicke als

Template-DNA und die flankierenden Primer zusammen eingesetzt wurden, miteinander
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hybridisieren. Alle PCR-Reaktionen wurden nach dem Protokoll der Standard-PCR
durchgefiihrt. Die Annealing-Temperatur der ersten Reaktion betrug 65°C, die der zweiten

60°C.

2.12 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde als Auftragsarbeit von der Firma Sequiserve

(Vaterstetten) durchgefiihrt.

2.13 Herstellen von ITCHY Bibliotheken

Die  Konstrukte ~ pETBFD-Apal und  pETBAL-Ncol  wurden mit  den
Restriktionsendonukleasen Apal / Ncol bzw. Apal / Xhol gemil3 Herstellerangaben behandelt.
Die daraus resultierenden DNA-Fragmente wurden tiber ein Agarosegel aufgetrennt und die
BFD bzw. BAL kodierenden Fragmente mittels Gelelution fiir die weitere Anwendung vom
restlichen Ansatz getrennt. Der Verdau der Fragmente mit der Exonuklease III wurde gemil
dem Protokoll von Ostermeier & Lutz, 2003, durchgefiihrt mit einer Verdau-Rate von 50 bp/
min, wobei alle 30 sec ein 1 ul Aliquot entnommen wurde. Die Reaktionen mit der Mung-
Bohnen-Nuklease und dem Klenow-Fragment zur Erzeugung von glatten Enden wurde nach
Ostermeier & Lutz, 2003, und nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Fiir die notwendigen
Umpufferungen zwischen den einzelnen Enzymreaktionen wurde die DNA {iber eine Ethanol-

Féllung prézipitiert.

2.14 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden nach der Methode von Bradford (1976) spektralphotometrisch
(UV/ VIS Spektrophotometer 16A, Bechmann Instruments GmBH, Miinchen) bestimmt. Als

Referenzsubstanz diente Rinderserumalbumin (BSA).
2.15 TCA-Fallung von Proteinen
1/10 Volumen einer 10 % (w/v) Sodiumdodecylsulfat-Losung wurden zur proteinhaltigen

Losung gegeben und 10 min bei RT inkubiert. Die Proteine wurden durch die Zugabe von

1/10 Volumen einer 70 % (v/v) Trichloressigsdure (TCA) prazipitiert und der Ansatz fiir eine
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Stunde auf Eis inkubiert. Die Ansétze wurden zentrifugiert (RT, 13.000 UpM) und das Pellet
zweimal mit eiskaltem 80 % (v/v) Aceton gewaschen und anschlieBend iiber Nacht
getrocknet. Die Proteine wurden in 15 pl SDS—Puffer (50 mM Tris/HCI, pH6,8; 4% (w/v)
SDS; 10% (v/v) Glycerol; 2% (v/v) B-Mercaptoethanol; 0,03% (w/v) Bromphenol-Blau R-

250) aufgenommen.

2.16 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in Gegenwart von
SDS in einem diskontinuierlichen Gelsystem (Laemmli, 1970), welches sich aus einem 5%
igem Sammelgel und einem 12 % igem Trenngel zusammensetzte. Dazu wurde die ,,Mini-
Protean II Dual Slap Cell“-Gelapparatur der Firma BioRad (Miinchen) bei einer Spannung
von 120V verwendet. Vor der elektrophoretischen Trennung wurden die Proteinproben in
SDS-Probenpuffer (50 mM Tris/HCI, pH6,8; 4% (w/v) SDS; 10% (v/v) Glycerol; 2% (v/v) B-
Mercaptoethanol; 0,03% (w/v) Bromphenol-Blau R-250) aufgenommen und 10 min bei 99°C
denaturiert. Gering konzentrierte Proteinproben wurden vor der Elektrophorese durch eine
TCA-Fillung pézipitiert und in A. dest aufgenommen. Die aufgetrennten Gele wurden mit

»PageBlue“ der Firma Fermentas (St.Leon-Roth) gefarbt.

2.17 Chromatographische Reinigung der Benzoylformiatdecarboxylasen

Die Reinigung der Proteine erfolgte nach der intrazellularen Expression der
korrespondierenden Gene mit Hilfe der Vektoren pET PpBFDL476Q, pET PaBFD und
pET BFD55E4 im heterologen Wirt E.coli BL21(DE3) als C-terminale Poly-Histidin-
Fusionsproteine mittels immobilisierter Metall-Affinitdtschromatographie (IMAC) nach
Porath ef al., 1975. Nach der Expression im 3 L -Maf}stab wurden die enzymhaltigen Zellen
durch Zentrifugation geerntet (Sorvall ,,SLC-4000“, Kendro Laboratory Products,
Langenselbold, 5.000 UpM, 20 min, 4°C). Das Pellet wurde in Kaliumphosphat-Puffer (50
mM, pH 6, 2,5 mM MgSOy4, 0,5 mM ThDP) resuspendiert, sodass eine 30%ige (W/v)
Zellsuspension entstand. Die Zellen wurden mittels Ultraschall aufgeschlossen (200 W, 15
min) und die unlslichen Komponenten durch Zentrifugation (Sorvall RC-5B, SS34, 16.000
UpM, 30 min, 4°C) abgetrennt. Der dabei erhaltene Uberstand wurde filtriert (PorengroBe 5
um, Schleicher & Schuell, Dassel) und anschlieBend {iber eine mit mindestens 5

Saulenvolumen equilibrierte ,,NiINTA superflow*-Sdule (40 ml S&dulenvolumen, Qiagen,
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Hilden) mit einer FluBrate von 2-3 ml/min gepumpt. Die Sdule wurde mit Wasch-Puffer (50
mM KPi pH 6, 2,5 mM MgSO,4, 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 MgSOy, 0,5 mM ThDP, 250 mM Imidazol) bei einer FluBirate von 2-3 ml/min
eluiert. Das BFD-haltige Eluat wurde zur Entsalzung direkt auf eine mit 2,5 Sédulenvolumen
Kaliumphosphat-Puffer (10 mM, pH 6, 2,5 mM MgSO,, 0,5 mM ThDP) equilibrierte
»Sephadex G-25 Medium“-Sdule (1L S&ulenvolumen, Amersham-Biosciences, Freiburg)
gepumpt. Diese wurde mit dem Equilibrierungspuffer bei einer Flufirate von 5 ml/min gespiilt
und die Proteinelutionsfraktion aufgefangen. Das Eluat wurde lyophilisiert und das

Lyophilisat bei -20°C gelagert.

2.18 Nachweis und Bestimmung von Enzymaktivitéaten

2.18.1 Decarboxylaseaktivitat

Die Bestimmung der Decarboxylaseaktivitét erfolgte durch einen gekoppelten enzymatischen
Test. Dabei wird von der BFD Benzoylformiat zu Benzaldehyd und CO, umgesetzt. Der
entstehende Benzaldehyd wird durch ein Hilfsenzym, der ADH aus Pferdeleber (HIADH),
unter NADH Verbrauch zum Alkohol reduziert [Weiss et al., 1988]. Die Abnahme des
NADH wurde photometrisch bei 340 nm verfolgt. Durch einen Uberschufl an HIADH wurde
gewihrleistet, dass die Aktivitdt der Decarboxylase limitierend und somit die Abnahme der
NADH-Konzentration direkt proportional zu dieser war. Die Messung erfolgte bei 30°C,
wobei der Ansatz (950 pl Kaliumphosphatpuffer 50 mM, pH 6, Benzoylformiat 5 mM,
NADH 0,35 mM, HIADH 5 U) 5 min vorinkubiert wurde. Der Test wurde durch Zugabe der
BFD (50 ul) gestartet und die Anderung der Extinktion iiber 90 sec verfolgt. Die

Enzymaktivitdt [U/ml] berechnet sich nach der folgenden Formel:

U AE Vges
— % *f
ml min  Verobe * d * Exann

AE = Anderung der Absorption

Vs = Gesamtvolumen (1 ml)

Virbe = Probenvolumen (50 pl)

f = Verdiinnungsfaktor

d = Schichtdicke der Kiivette (1 cm)

enapn = molarer Extinktionskoeffizient fiir NADH (6,3 L*mmol'l*cm'l) bei A=340 nm
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Als 1 U ist die Enzymmenge definiert, die 1 pmol Substrat pro Minute bei 30°C umsetzt. Die
Konzentration der Enzymldsung wurde so eingestellt, dass die Abnahme der Absorption als

Gerade iiber den gesamten Zeitraum von 90 sec beobachtet werden konnte.

2.18.1.1 Bestimmung des pH-Optimums

Mit dem gekoppelten Test konnte das pH-Optimum der PaBFD zwischen pH 5 und pH 9
untersucht werden, unter der Beriicksichtigung der Stabilitdt des NADH, sowie der Aktivitét
des Hilfenzyms HIADH. Die Aktivitit der PaBFD wurde bei pH 5; 6; 6,5; 7, 8 und 9 und bei

30°C bestimmt. Die hochste Aktivitidt wurde bei einem pH von 6,5 gemessen.

2.18.1.2 Substratspektrum der Decarboxylierung

Die nicht natiirlichen Substrate der BFD wurden ebenfalls mit Hilfe des gekoppelten Assays
untersucht. Auch hier konnte die HIADH als Hilfsenzym eingesetzt werden. Die Substrate
wurden mit einer Konzentration von 30 mM eingesetzt, mit Ausnahme von Benzoylformiat.
Dieses Substrat wurde mit 15 mM eingesetzt, da ansonsten die Eigenabsorption zu hoch
gewesen wire. Fir die Messungen wurde in allen Fillen eine Enzymldsung mit einer
Proteinkonzentration von 0,5 mg/ ml eingesetzt Fiir alle Substrate wurde eine parallele
Blindmessung ohne Enzym durchgefiihrt, um etwaige nicht-enzymatische Effekte

auszuschlief3en.

2.18.2 Carboligaseaktivitat

Die im Folgenden beschriebenen Messungen wurden von dem Arbeitskreis M. Miiller, Institut

fiir pharmazeutische Chemie, Albert-Ludwig-Universitit Freiburg, durchgefiihrt.

Chirale HPLC

200 pg bis 500 pg Enzym wurden in 1,2 -1,5 ml Batch-Ansétzen (Kaliumphosphatpuffer
50mM, pH7, 0, mM ThDP, 2,5 mM MgSO4, 20% DMSO) zusammen mit den
entsprechenden Aldehyden (5 — 500 mM) bis zu 96 Stunden bei 30°C und 300 UpM auf
einem Thermoschiittler (Eppendorf) inkubiert. Die Reaktion wurde durch Extraktion der
Ansitze mit 200-300 pl Ethylacetat gestoppt. Die Konzentration der Produkte und deren ee
wurden mittels chiraler HPLC bestimmt (Chiracel OD-H, Daicel, Diisseldorf). Als Laufmittel
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diente Hexan/ Isopropanol (90:10), die Flussrate betrug 0,5 ml/ min, die Temperatur lag bei
40°C. Die Retentionszeiten betrugen fiir das gemischte Produkt DMA-HPP 15,1 und 16,4
min, fiir Benzoin 20,3 und 28,5 min. Das jeweilige (S)-Enantiomer eluierte zuerst von der
Sdule. Die Quantifizierung erfolgte anhand von Eichgeraden. Dabei wurde die Gesamtarea
gemessen bei den Wellenlédngen 254 nm, 210 nm und 280 nm beriicksichtigt. Als Standard fiir
DMA-HPP diente das durch die BAL zugéngliche (R)-DMA-HPP.
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Abb. 9: Eichgeraden zur Quantifizierung von Benzoin und DMA-HPP. Zur Quantifizierung wurde die
Gesamtarea detektiert bei den Wellenlédngen 254nm, 210nm und 280nm herangezogen. Injiziert wurden 5 pl. Als
Standard fiir DMA-HPP diente das durch die BAL zugéngliche (R)-DMA-HPP.

GC/ MS

GC/ MS-Spektren wurden mit dem Agilent Technologies 6890 N Series GC-System, sowie
dem 5973 Network Mass Selective Detector aufgenommen. Es wurde die Sdule CS 22545030
(FS-Supreme-5, ID 0,25 mm, Linge 30 m, df 0,25 pm) verwendet. Als Trigergas wurde
Helium (1 ml/ min, konstanter Fluss) eingesetzt, der Injektor im Split-Modus (41,7:1, 250°C),
TGC (Injektor) = 250°C, TMS. Das Temperaturprogramm M1-300 (19 min) lautete: T 0 min
= 60°C, T 3 min = 60°C, T 14 min = 280°C (Autheizrate: 20°C/ min), T 19 min = 280°C.
MS-Parameter: EI (70eV), lonenquelle 230°C, Quadrupol 150°C, Transfer Line 300°C,
detektierter Massenbereich 50-300 amu (M-300). Fiir die Probenvorbereitung wurden 60 pl
eines 0,5 — Iml Ansatzes (s. HPLC-Ansédtze) mit 300 pl Ethylacetat (und 100 pl gesittigter
NaCL-Losung) versetzt und gut geschiittelt. Nach anschlieBender Zentrifugation wurde die
Probe der oberen organischen Phase entnommen. Die Retentionszeit fiir 2-HPP betrédgt 8,05

min, fiir Benzoin 11,59 min.
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2.18.3 High throughput screening (HTS) Assay zum Nachweis von Carboligaseaktivitat

Die in E.coli BL21 (DE3) transformierte epPCR Bibliothek wurde zunéchst auf LBgan
Agarplatten ausplattiert. Einzelkolonien wurden in 96er Mikrotiterplatten iibertragen (DW-
MTP, 2 ml Greiner Bio-one, Frickenhausen), welche zuvor mit 100 pl LBk, pro Well befiillt
worden waren. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37 °C und 600 UpM auf einem
Mikrotiterplattenschiittler (TiMix 5, Edmund Biihler GmbH, Hechingen) inkubiert. Am
ndchsten Morgen wurden jeweils 600 ul LBga, zugegeben. Nach weiteren 2,5 h Inkubation
auf dem Brutschiittler (37 °C, 600 UpM) wurde die Expression der Proteinvarianten durch
Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,8 mM) induziert. Die Kulturen wurden weitere 24 h
bei 37 °C inkubiert. Fiir die Lagerung der epPCR Bibliothek wurden die angezogenen Klone
mit Hilfe eines Impfigels auf LBgan-Agarplatten transferiert. Nachdem eine solche Kopie der
Klone erstellt worden war, wurden die Zellen fiir den folgenden Zellaufschluf3 abzentrifugiert
(Hettich Rotina 35R, 4000 UpM, 20 min, 4 °C). Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen
in 300 pl Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH7) mit Cofaktoren (ThDP 1 mM, MgS0O4 5SmM)
resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch Zugabe von Lysozym (1 mg/ ml
Endkonzentration) und Inkubation bei 37 C° fiir 30 min auf dem Brutschiittler (600 UpM).
AnschlieBend wurden je 100 ul Zellsuspension in eine neue Mikrotiterplatte (0,5 ml, Greiner
Bio-one, Frickenhausen) transferiert. Zu jedem Well wurden zusétzlich 100 pl Substratlosung
(Kaliumphosphatpuffer 50 mM, pH 7, 40 % DMSO, 40 mM Benzaldehyd, 120 mM
Dimethoxyacetaldehyd) gegeben. Nach 24 h Inkubation bei 30 °C wurden 100-200ul des
Ansatzes in eine neue Mikrotiterplatte (0,5 ml, Greiner Bio-one, Frickenhausen) iibertragen,
in die zuvor bereits 10 pl 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (0,4 % in EtOH) pro Well
vorgelegt worden waren. Die Farbreaktion wurde durch die Zugabe von jeweils 30 pl 3M

NaOH gestartet.

2.19 Computerprogramme und Online-Datenbanken

Die Analyse von DNA- und Aminosduresequenzen erfolgte mit Hilfe des
Computerprogramme ,,Clone Manager fiir Windows 7.0“ und ,,Plasmid MapEnhancer 3.0%
(Scientific and Educational Software, Durham, USA), sowie ,Translate” des Servers
,»Expasy*. Homolgie- und Sequenzvergleiche wurden mit dem Programm ClustalW {iber den

Server EBI durchgefiihrt. Datenbankrecherchen wurden mittels der Internet-Datenbank des
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,National Center for Biotechnology Information* mit den BLAST-Algorithmen durchgefiihrt
[Altschul et al., 1997, Schiffer et al., 2001].

In dieser Arbeit wurden Ergebnisse mit Hilfe eines Scanners (HP Precisionscan Pro 3.1,
Hewlett Packard, Boblingen) und einer Videodokumentationsanlage digitalisiert und
elektronisch in das Manuskript eingebunden. Dies trifft auf die bei der
Agarosegelelektrophorese, SDS-PAGE Analyse und im HTS-Assay gewonnenen Ergebnisse
zu. Bei der Datenerfassung sowie deren Bearbeitung, wurden keine inhaltlichen
Verianderungen der Abbildungen vorgenommen.

Die Abbildung 23 wurde von Herrn M. Knoll des Arbeitskreises Pleiss, Institut fiir technische
Biochemie, Universitdt Stuttgart, mit dem Programm Pymol (Version 0.98) angefertigt und

zur Verfligung gestellt.
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3. Ergebnisse

3.1  Identifizierung neuer Benzyolformiatdecarboxylasen

In frei zugédnglichen Datenbanken steht in Form von DNA-Sequenzen aus
Sequenzierprojekten eine gro3e Zahl neuer Enzyme zur Verfligung. Neben Einzelsequenzen
sind vollstindig sequenzierte Genome vom Einzeller bis zum Sdugetier hin veroffentlicht. Bei
den Mikroorganismen {iiberwiegen hierbei aufgrund ihres wirtschaftlichen Interesses
Pathogene  und  Extremophile. Mittels ~ Datenbankrecherche  sollten  neue
Benzoylformiatdecarboxylasen (BFDs) und deren Katalysepotential zugénglich gemacht

werden.

3.1.1 Datenbankrecherche mit Protein-Protein BLAST

Die Datenbankrecherche wurde mit Hilfe des Suchprogramms Protein- Protein BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) (blastp) [Altschul et al., 1997; Schiffer et al., 2001]
durchgefiihrt [www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/]. Bei Eingabe einer Aminosduresequenz wird
diese mit allen zur Verfiigung stehenden Sequenzen, bzw. den iibersetzten
Aminosduresequenzen aus den Offentlichen Datenbanken PDB, SwissProt, PIR und PRF,
sowie den libersetzten kodierenden Sequenzen der GenBank verglichen. Als Ausgangsequenz
diente dabei die Primérsequenz der bereits bekannten BFD aus Pseudomonas putida
(PpBFD).

Unter Berticksichtigung der Zuginglichkeit der Gene und moglicher Schwierigkeiten bei der
Expression (Archaea, Anaerobier) wurden zwei putative BFD kodierende Sequenzen fiir
weitere Untersuchungen ausgewéhlt: das Gen mdIC aus dem fakultativ pathogenen Stamm
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (1587bp), sowie das Gen mdIC aus dem symbiontischen
Mikroorganismus Bradyrhizobium japonicum USDA 110 (1662bp). Beide sind als BFD
codierende Gene annotiert [Stover et al., 2000; Kaneko et al., 2002], wobei eine BFD-
Aktivitdit im Rahmen des Mandelatabbauweges aus P. aeruginosa bereits bekannt ist
[Barrowman et al., 1986]. Im weiteren Verlauf werden die Enzyme kurz als PaBFD (BFD aus

P. aeruginosa) und BjBFD (BFD aus B. japonicum) bezeichnet.
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3.1.2 Vergleich der Primarstrukturen der PaBFD und der BjBFD mit der PpBFD

Ein Vergleich der Aminosidure-Sequenz der PaBFD mit der bekannten PpBFD zeigt eine
Ubereinstimmung von 332 Aminosiuren (AS) (63 %). Die Primirstrukturen der beiden
Pseudomonaden BFDs bestehen zudem aus insgesamt 528 AS. Die Aminosdure-Sequenz der
BjBFD umfasst 553 AS und zeigt bei einem Vergleich mit der PpBFD 166 identische
Aminosduren (31 %). Mittels des Sequenzvergleichs wurden bestimmte Positionen und
Regionen, welche fiir die Katalyse ThDP-abhédngiger Enzyme und im Speziellen fiir die
PpBFD bekannt sind, betrachtet (Abb. 10). Tabelle 7 fasst die wichtigsten Regionen/

Positionen der PpBFD sowie deren Entsprechungen in den beiden putativen BFD zusammen.

Tab. 7: Vergleich der Primarsstruktur-Positionen katalytisch wichtiger Reste der PpBFD und den
putativen BFDs PaBFD und BjBFD. Die dargestellten Daten wurden mit Hilfe eines Sequenzvergleichs,
erstellt mit dem Programm ClustalW, ermittelt.

Funktion in der Aminosauren (Position) Referenz

PPBFD PPBFD PaBFD BjBFD

Bindemotiv fiir GDG...N GDG...N GDG...N Hasson et al., 1998

zweiwertiges (428...455) (428...455) (450...478)

Metallion

Interaktion mit N’1  E (47) E (47) E (47) Hasson et al., 1998

Interaktion mit N’4 G (401) G (401) G (401) Hasson et al., 1998

Decarboxylierung/  H (70) H (70) H (75) Siegert, 2000;

Carboligation H (281) H (281) Polovnikova et al., 2003;
McLeish et al., 2004

Substratbindung/ S (26) S (26) T (28) Polovnikova et al., 2003

Decarboxylierung McLeish et al., 2004

Substratspezifitit/ A (460) A (460) 1 (460) Siegert et al., 2004, 2005

Enantioselektivitit  F (464) F (464) R (464)
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PPBFD ~—-MASVHGTTYELLRRQG I DTVFGNPGSNELPFLKDFP--EDFRY ILALQEACVVGIAD 55

PaBFD ——-MKTVHSASYE I LRRHGL TTVFGNPGSNELPFLKDFP--EDFRY I LGLHEGAVVGMAD 55

BjBFD MKNK I TGRSAFLALLKDEG I THLFGNPGTTELP IMHALKDHPDLTYVMANQESLVVAIAD 60

* * E = E = = * **x **x

PPBFD GYAQASRKPAF INLHSAAGTGNAMGALSNAWNSHSPL IVTAGQQTRAMIGVEALLTNVDA 115

PaBFD GFALASGRPAFVNLHAAAGTGNGMGAL TNAWYSHSPLY I TAGQQVRSMIGVEAMLANVDA 115

BjBFD GYSRASGKLVACNVHVAPGLGNAVGSLYNAQFTGTPMILTAGQQEQGHGLMEPVLYGP-L 119
* ** * K K K Kk Kk K KK E = = =

PPBFD ANLPRPLVKWSYEPASAAEVPHANMSRA IHMASMAPQGPVYLSVPYDDWDKDADPQSHHLF 175

PaBFD GQLPKPLVKWSHEPACAQDVPRALSQAIQTASLPPRAPVYLS IPYDDWAQPAPAGVEHLA 175

BjBFD VRMAEPLVKWAVEVTRLEDLPRIVRRAAKVANTPPTGPVFISLPGDILNSEAG-~IDLGR 177

E = = * * * * **x * X *

PPBFD DRHVSSSVRLNDQDLD I LVKALNSASNPA1VLGPDVDAANANADCVMLAERLKAPVWVAP 235

PaBFD ARQVSGAALPAPALLAELGERLSRSRNPVLVLGPDVDGANANGLAVELAEKLRMPAWVAP 235

BjBFD STRIDARTKPSDEALKAFAARLLKAERPVIVTMDEVVKSDALKEAAELAELLGAAAYQSS 237

* * * * * ki *

PPBFD SAPRCPFPTRHPCFRGLMPAG I AATSQLLEGHDVVLY IGAPVFRYHQYDPGQYLKPGTRL 295

PaBFD SASRCPFPTRHACFRGVLPAAIAG I SRLLDGHDL I LVVGAPVFRYHQFAPGDYLPAGAEL 295

BjBFD TPYGSHFLSESPSFVGTLARVQKVARDTLAPYDLL IALGGDPLRMSVYSEVDPLPDGLPI 297

* * * * * * * * *

PPBFD ISVTCDPLEAAR-APMGDA I VAD I GAMASALANLVEESS - - ——————- RQLPTAAPE-—- 342

PaBFD VQVTCDPGEAAR-APMGDALVGD I ALTLEALLEQVRPSA-———————- RPLPEALPR--- 342

BjBFD LQUGLVDWE IAKNFGAE I ALKADVKETLRAL IPVL KEMGGAALAQRARQRLAELAPKNIS 357

* * * * **x

POBFD ~ —————- PAKVDQDAG--RLHPETVFDTLNDMAPENATYLNESTSTTAQMWQRLNMRNPGS 394

PaBFD ~  —-—-—- PPALAEEGG--PLRPETVFDV IDALAPRDAIFVKESTSTVTAFWQRVEMREPGS 394

BjBFD ARRAALVEQIGKSAGRNP IDPDYLVLQUTEANPGNAI LVDEGLTSSRQITNLHPHRDRFG 417

* **x

PPBFD YYFCAAGGLGFALPAAIGVQLAEPERQV IAV IBDGSANYS ISALWTAAQYNIPTIFVIMN 454

PaBFD YFFPAAGGLGFGLPAAVGAQLAQPRRQV G I IGDGSANYG I TALWSAAQYRVPAVFIILK 454

BjBFD YHGLASGC I GWGLPASVGVS I ANPDRPVVCFSGDGSAMYS I QSLWTAAHHKLPLNVVIAN 477
* * Kk * *kk * * X X * *khkhkkk KX K ** X%k * *

PPBFD NGTYGALRWFAGVLEAENVPG---LDVPG I DFRALAKGYGVQALKADNLEQLKGSLQEAL 511

PaBFD NGTYGALRWFAGVLEVPDAPG---LDVPGLDFCAIARGYGVEALHAATREELEGALKHAL 511

BjBFD NGGYR I IKQRLLAFHGDDNYVGMDFVDPPVDFAG I AKALGCEAIK I SDPSELKATLSSAF 537
** * * **x * * * * * *

PPBFD SAKGPVLIEVSTVSPVK 528

PaBFD AADRPVLIEVPTQTIEP 528

BjBFD GRPGTKL IEVMVDGKV- 553

*kh*k*k

Abb. 10: Sequenzvergleich der putativen PaBFD und BjBFD mit der PpBFD. Das Motiv GDG...N fiir die
Bindung eines zweiwertigen Metallions, und dariiber hinaus die Bindung des katalytischen Cofaktors ThDP,
wurden blau hinterlegt. Die Reste, die mit dem Aminopyrimidinring des Cofaktors interagieren, wurden blau
gedruckt dargestellt. Aminosdurereste, die fiir die Substratbindung, bzw. Substratspezifitit und
Enantioselektivitdt der Katalyse von Bedeutung sind, wurden gelb hinterlegt. Die katalytisch wichtigen Histidine
wurden rot markiert, ebenso das Glutamat an Position 28. Mit einem Stern* sind die Aminosduren
gekennzeichnet, die in allen drei Sequenzen identisch sind. Der Vergleich wurde mit Hilfe des Programms
ClustalW erstellt.
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Die putativen BFDs aus P. aeruginosa und B. japonicum besitzen beide das konservierte
Motiv GDG...N zur Bindung des Cofaktors ThDP iiber ein zweiwertiges Metallion, sowie die
Reste E47 und G401, welche in der PpBFD Interaktionen mit dem Aminopyrimidinring des
Cofaktors eingehen. Die Primérstrukturen der beiden Pseudomonaden-Proteine PpBFD und
PaBFD zeigen nicht nur Ubereinstimmung aller betrachteten Reste, sondern auch
Ubereinstimmung der entsprechenden Positionen in der Primérstruktur. Die BjBFD zeigt
Abweichungen bei Betrachtung der charakteristischen Reste beziiglich der Substratbindung
und Substratspezifitdt (Tab. 7).

3.1.3 Uberexpression der mdI/C-Gene und Reinigung der putativen Benzoylformiat-

decarboxylase aus Pseudomonas putida

Fir eine weiterflihrende Charakterisierung der beiden putativen BFDs sollten die
korrespondierenden Gene im heterologen Wirt E. coli iiberexprimiert werden und die Proteine
tiber einen C-terminal fusionierten His-Tag gereinigt werden.

Uber eine Standard-PCR wurden beide Gene mittels der Primer BjBFD Ndel und
BjBFD_HindIII (BjBFD), sowie PaBFD_Ndel und PaBFD_HindIIl (PaBFD) (Tab. 6) aus der
entsprechenden genomischen DNA amplifiziert. Bei dieser Reaktion wurde das jeweilige
Stop-Codon deletiert und beide Gene mit flankierenden Restriktionsschnittstellen versehen,
iber die die Gene anschlieBend jeweils in den Expressionsvektor pET22b kloniert wurden. Es
entstanden die Konstrukte pET PaBFD und pET BjBFD (Tab. 5). Der Expressionswirt E.
coli BL21(DE3) wurde mit den Vektoren transformiert. Nach der erfolgreichen Expression
beider Gene lag die PaBFD als 16sliches Protein im Rohextrakt vor. Der Rohextrakt zeigte
bereits Aktivitit gegeniiber Benzoylformiat als Substrat. Uber den C-terminalen His-Tag
konnte die PaBFD in einem Schritt mittels immobilisierter Metallaffinitdtschromatografie
(IMAC) bis zur Homogenitdt aufgereinigt werden (Abb. 11). Das PaBFD-haltige Eluat wurde
mit Hilfe einer Sephadex (G25-Séule entsalzt. Nach Reinigung und Entsalzung betrug die
Ausbeute 50 % (Tab. 8). Zur Lagerung konnte das Protein mit geringem Aktivititsverlust (5 -
10 %) lyophilisiert werden. Reinigung, Entsalzung und Lyophilisierung wurden nach dem von

Iding et al., 2000 veroffentlichten Protokoll fiir die PpBFD durchgefiihrt.
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Abb. 11: SDS-PAGE Analyse der
gereinigten PaBFD. Es wurde etwa 20 pg
M Protein aufgetragen. M: Marker

L 75 kDA

PaBFD- | 50 kDA

37 kDA

Tab. 8: Ausbeute bei der Reinigung der PaBFD. Die Reinigung erfolgte mittels immobilisierte Metall-
Affinitdtschromatographie. Das enzymhaltige Eluat wurde anschlieBend mittels einer Sephadex G25-Saule
entsalzt. Es wurden etwa 32 g Zellen Feuchtgewicht eingesetzt. Die Gesamtaktivitit im Rohextrakt betrug 6000
U. Die Ausbeute wurde anhand der Gesamtaktivititen des Rohextraktes und des Eluats der G25-Séule berechnet.

Proteinmenge Aktivitat Spezifische Aktivitat Ausbeute
[mg] [U] [U/mg] [%0]
35,5 3000 85 50

Das die putative BFD aus B. japonicum kodierende Gen wurde stark {iberexprimiert,
allerdings bildeten sich Proteinaggregate in Form von ,inclusion bodies” (Abb. 12).
Darauthin wurde die Expression sowohl bei verminderter Temperatur durchgefiihrt (statt
37°C nun 25°C, 20°C, 4°C), als auch die Menge des Induktors IPTG von 1 mM auf 0,1 mM
reduziert. Die Verdnderung der beiden Parameter fiihrte allerdings nicht zu I16slich

exprimiertem Potein (Abb.12).

Abb. 12: SDS-PAGE Analyse der Protein-Aggregate
M 1 2 3 der BjBFD. Dargestellt ist die bei 4°C durchgefiihrte
Uberexpression des die BjBFD kodierenden mdIC-Gens.
In Spalte 1 wurden ganze Zellen aufgetragen, in Spur 2
und 3 wurden die unlésliche (2) und 16sliche Fraktion

50 kDa - - (3) des Zellaufschlusses aufgetragen.

BjBFD .
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3.1.4 Das Substratspektrum der PaBFD fir die Decarboxylasereaktion

In vorangegangenen Arbeiten [Iding et al., 2000] war nachgewiesen worden, dass die PpBFD
neben aromatischen 2-Ketocarbonséuren [Hegemann, 1970] auch aliphatische 2-Ketocarbon-
sduren decarboxylieren kann. Es konnte bereits gezeigt werden (3.1.3), dass die PaBFD
Aktivitdt gegeniiber dem Substrat Benzoylformiat besitzt. Im Rahmen dieser Arbeit sollte das
Substratspektrum der PaBFD fiir die Decarboxylasereaktion untersucht werden. Zuvor wurde
das pH-Optimum bei ca. 6,5 flir diese Reaktion mit Benzoylformiat als Substrat ermittelt
(ohne Abb.). Die Strukturformeln der Substrate sowie die fiir sie ermittelten spezifischen und
relativen Aktivititen sind in Tab. 9 dargestellt.

Die PaBFD setzt Benzoylformiat von den ausgesuchten Substraten mit der hochsten Aktivitét
von 75 U/mg (100 %) um. Es werden von der PaBFD neben Benzoylformiat weitere
aromatische 2-Ketocarbonsduren umgesetzt, allerdings mit einer weitaus geringeren Aktivitit:
die Aktivititen fiir die Substrate 2-Keto-3-phenylpropionsidure und 2-Ketophenylpentansiure
liegen bei maximal 3 % verglichen mit der Aktivitdt fiir Benzoylformiat.

Lineare 2-Ketocarbonsiduren werden ebenfalls von der PaBFD decarboxyliert. Die Aktivitét
nimmt mit Verlangerung der aliphatischen Kette bis zur 2-Ketooctanséure hin zu, liegt aber
mit den hierfiir gemessenen 3 U/mg (4 %) trotzdem noch deutlich unter der Aktivitdt fiir
Benzoylformiat. Pyruvat, das Substrat der Pyruvatdecarboxylase und das ,,kleinste® Substrat
im analysierten Spektrum, wird von der PaBFD nicht umgesetzt. Verzweigungen am C3- und
am C4-Atom bei den aliphatischen 2-Ketocarbonséduren werden toleriert, wobei hier auch die
kleinste der verzweigten Sduren, die 2-Keto-3-methylbutansdure, umgesetzt wird, allerdings
duBerst langsam. Insgesamt ist die Aktivitat fiir die verzweigten 2-Ketocarbonsduren geringer
als fiir die linearen und cyclischen 2-Ketosduren. Aullerdem erreichen die getesteten Substrate

nur maximal 4 % der fiir Benzoylformiat gemessenen Aktivitit.
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Tab.9: Substratspektrum der PaBFD fur die Decarboxylasereaktion. Dargestellt sind die ermittelten
spezifischen Aktivitiaten, sowie die relativen Aktivitdten, wobei die Aktivitdt fiir das Substrat Benzoylformiat
gleich 100 % gesetzt wurde. Die Substrate wurden mit 30 mM in den gekoppelten Enzymtest eingesetzt,
Benzoylformiat aufgrund der hohen Eigenabsorption mit 15 mM. Gemessen wurde bei 30°C.

Substrat Spez.Aktivitat [U/mg] Relative Aktivitat [%0]

Lineare 2-Ketosauren

\)‘Wﬁ . 0, 65 0,9

C3-substituierte 2-Ketosauren

0, 06 0, 08

AHH‘/% 1,0 1,3

C4-substituierte 2-Ketosauren

0,8 I, 1

M 1,33 1,8

Aromatische 2-Ketosauren

@vk( 0,8 1,1

@Jlj(% 75 100
Mge 2: 5 33 1
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3.1.5 Die PaBFD zeigt Carboligase-Aktivitat

In einer Nebenreaktion katalysiert die PpBFD die Kniipfung chiraler C-C-Bindungen [Lingen
et al,, 2004]. Hier sollte die PaBFD auf ihre katalytischen Fahigkeiten beziiglich der
Kniipfung von C-C Bindungen untersucht werden, unter anderem auch auf die in der
Aufgabenstellung dargestellte Zielreaktion, der Verkniipfung von Benzaldehyd und
Dimethoxyacetaldehyd zu (S)-DMA-HPP. Die Analyse der Ansitze wurde mittels GC/MS
und chiraler HPLC von dem Arbeitskreis Miiller, Lehrstuhl fiir pharmazeutische Chemie,
Albert-Ludwig-Universitdt Freiburg, durchgefiihrt. Abb. 13 zeigt die eingesetzten Substrate
sowie die moglichen Ligationsprodukte.

Fiir die Carboligation der Substrate Benzaldehyd und Acetaldehyd konnten die Produkte 2-
Hydroxypropiophenon (2-HPP) und Benzoin nachgewiesen werden (Abb. 13). Durch chirale
HPLC wurde ein Enantiomereniiberschuss (enantiomeric excess, ee) fiir (S)-2-HPP von 77 %
bestimmt. Die Umsetzung zu Benzoin war fiir die Bestimmung der Enantioselektivitit zu
gering. Dimethoxyacetaldehyd als moglicher Akzeptor fiihrte zu keiner Produktbildung, auch
bei Austausch des Donors von Benzaldehyd zu o-Tolylaldehyd zeigte die PaBFD keine
Carboligaseaktivitit.
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Abb. 13: Carboligationsspektrum. In einem ersten Ansatz wurden die Substrate Benzaldehyd und Acetaldehyd
zusammen eingesetzt. Zusétzlich zu Ansatz 1 wurden die Substrate Benzaldhyd mit Dimethoxyacetaldehyd (2),
sowie o-Tolylaldehyd mit Acetaldehyd (3) getestet. Exemplarisch dargestellt sind die 4 moglichen Produkte
ausgehend von Ansatz 1. Die dargestellten Produkte gelten mit den entsprechenden Substitutionen auch fiir die
Ansitze 2 und 3. Fiir Ansatz 2 siche auch Zielreaktion (Abb. 8; 1.5). Carboligaseaktivitit konnte fiir die PaBFD
mit den Substraten Benzaldehyd und Acetaldehyd nachgewiesen werden (1), gebildet wurden (S)-HPP, sowie
(R)-Benzoin. PAC Phenylacetylcarbinol, 2-HPP 2-Hydroxypropiophenon.

Die Uber Sequenzéhnlichkeit identifizierten Sequenzen putativer BFDs aus den
Organismen Pseudomonas aeruginosa und Bradyrhizobium japonicum konnten isoliert,
kloniert und exprimiert werden. Wéahrend die BjBFD nicht als l6sliches Protein
gewonnen werden konnte, wurde die PaBFD mit guter Ausbeute aufgereinigt. Fir die
PaBFD wurde Decarboxylaseaktivitdst mit verschiedenen aliphatischen und
aromatischen 2-Ketosauren nachgewiesen, wobei Benzoylformiat am besten umgesetzt
wird. Das Enzym zeigt aul’erdem deutliche Carboligaseaktivitdét mit den Substraten
Benzaldehyd und Acetaldehyd, das Produkt (S)-2-HPP wird mit einem ee von 77%
gebildet.
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3.2  Etablierung der Methode ITCHY fir die Rekombination der strukturhomologen
ThDP-abhangigen Enzyme

Die sequenz-unabhéngige Rekombination funktioneller, strukturhomologer Proteine erdffnet
einen groBeren Sequenzraum und dadurch Zugang zu neuen Enzymaktivititen, als
Basensubstitutionen oder homologe Rekombination. 1999 wurde von Ostermeier et al. mit der
Veroffentlichung der Methode ITCHY eine Moglichkeit vorgestellt, Bibliotheken mit einem
cross-over Ereignis von Genen niedriger Sequenziibereinstimmung herzustellen [Ostermeier
et al., 1999 a, b]. Die Anzahl der cross-over Ereignisse kann durch ein anschlieBendes DNA-
Shuffling erhoht werden, wobei die durch ITCHY erzeugten Fusionsstellen als Orte fiir
weitere Rekombinationsereignisse dienen (SCRATCHY) [Lutz et al., 200la]. Als
Ausgangspunkt flir die Etablierung von ITCHY sollten die korrespondierenden Gene der
PpBFD (mdIC), sowie der BAL (bznB) dienen

3.2.1 Erstellen von ITCHY-Bibliotheken

Die sequenzunabhingige Rekombination wird bei ITCHY durch die Fusion von zwei
Genfragmenten erreicht, es entstethen Gen-Chiméren. Dabei wird ein Gen vom 3’-Ende her
zufdllig verkiirzt, das andere vom 5’-Ende. Um ITCHY-Bibliotheken zu erzeugen, miissen
deshalb die zu rekombinierenden Gene zunichst einem kontrollierten Exolll-Verdau
zugefiihrt werden. Die so erhaltenen Genfragmente unterschiedlicher Lange werden dann iiber
eine blunt-end Ligation zuféllig miteinander vereint, die resultierenden Hybride der beiden
Ausgangssequenzen stellen die ITCHY - Bibliothek dar.

Als Vorlage bei der Erstellung von ITCHY-Bibliotheken diente das Protokoll von Lutz &
Ostermeier, 2003. Die Ausgangssituation wurde allerdings dahingehend verindert, dass die zu
rekombinierenden Gene auf zwei getrennten Vektoren vorlagen, wie zuvor in Ostermeier et
al., 1999 beschrieben [Ostermeier et al., 1999 a, b]. Liegen die Gene auf einzelnen Vektoren
vor, so kann die Methode flexibel auf unterschiedliche Gen-Kombinationen angewendet
werden. Die sich daraus ergebende Abfolge der durchzufiihrenden Schritte ist in Abb. 14
schematisch dargestellt. Die Gene mdIC und bznB wurden jeweils iiber identische
Schnittstellen in den Vektor pET28 kloniert. Fiir die Klonierung, bzw. die spitere Anwendung
in ITCHY waren zuvor interne Schnittstellen (mdIC — Apal, bznB - Ncol) mittels
zielgerichteter Mutagenese entfernt worden. Die fertigen Konstrukte pETBFD-Apal und
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pETBAL-Ncol wurden mit den Restriktionsendonukleasen Ncol/ Apal, bzw. Xhol/ Apal
behandelt und die Gen-tragenden Fragmente anschlieend liber Gelelution von dem restlichen
Ansatz getrennt. Diese DNA-Fragmente wurden einem kontrollierten Zeit-abhdngigen
Exonuklease-Verdau zugefiihrt (Abb. 15), wobei zu beachten ist, dass nur die 5’
iiberlappenden Enden, nicht aber 3’-liberlappende Enden durch die Exonukleaselll angreifbar
sind. Die so verdauten Fragmente wurden iiber die 3’-Schnittstelle zufillig miteinander ligiert.
In zwei folgenden Schritten wurden die iiber Exonukleaselll verdauten Enden mit Mung-
Bohnen-Nuklease und Klenow-Fragment behandelt, sodass anschlieend ein Ringschluss der
linearen DNA iiber eine blunt-end Ligation erfolgen konnte. Der Expressionswirt E. coli

BL21(DE3) wurde mit der ITCHY -Bibliothek transformiert.

RE2 RE2

REL. RE1 Abb.14: Schematische Darstellung
der Herstellung der ITCHY
Bibliotheken mittels Zeit-
RES RE3 abhangigen Exonukleaselll-
Verdaus. Die Ausgangskonstrukte

Verdau mit RE1/ RE2 l l Verdau mit RE1/ RE3 werden mit den Restriktions-
endonukleasen RE1/ RE2 bzw. RE1/

—m— Gpmzmnd— RE3 geschnitten. RE2 und RE3

l 1. Zeit-abhangiger Exolll-Verdau produzieren dabei 5’ iiberhdngende

2. Ligation Enden, welche von der

Exonukleaselll abgedaut werden

kdnnen. Die resultierenden

Fragmente der beiden Ansétze

werden zufdllig miteinander iiber
die REl Schnittstelle ligiert. Mit
3. MungBean Nuklease Mung-Bohnen-Nuklease und
4. Klenow dNTPs Klenow-Fragment werden blunt-
5. Ringschluf? durch Ligation . . .
Enden erzeugt, {iber die ein

Ringschlul der DNA erfolgt. Die
entstandenen Konstrukte mit den

Hybriden der beiden parentalen
Gene stellen die ITCHY Bibliothek
dar. Es werden zwei Bibliotheken
erzeugt, sodass jedes parentale Gen
einmal den 5°- und einmal den 3’-

Teil des Hybridgens stellt.

Die Transformation der ITCHY-Bibliotheken erbrachte bei Variation der Menge des zu
transfomierenden Ligationsansatzes pro ITCHY-Bibliothek eine geringe Ausbeute.
Statistisch gesehen sind 1/3 der erstellten Hybride ,,in frame® und damit geeignet, im zweiten

Schritt, dem DNA Shuffling eingesetzt zu werden [Lutz et al., 2002]. Die erhaltenen Klone
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wurden mittels Testrestriktion und Testexpression analysiert. Es konnten keine ,,in frame®
Hybrid-Klone erzeugt werden, zudem zeigte sich eine Kontamination der Bank mit den

Wildtypen (Abb. 15). Keiner der Klone zeigte eine Uberexpression (ohne Abb.).

Abb. 15: Analyse der mit ITCHY
hergestellten Klone iiber Testrestriktion.
Die Plasmid-DNA der ITCHY-Klone wurde

! isoliert und einer Testrestriktion mit Ncol
k(= : und X7ol unterzogen. Als Kontolle (K) diente

-2 kb — das entsprechend restringierte
~1,6 KD | e Ausgangskonstrukt pET BAL-Ncol. Nur

Klon 2 zeigt hier eine Bande auf der Hohe
des Vektors pET28a bei ~5,5 kb. Die anderen
Klone lassen keine eindeutigen Vektor-
Banden erkennen. M: Marker

Auch Verdnderungen der Reaktionsbedingungen und Menge der eingesetzten Mung-Bohnen-
Nuklease und Klenow-Fragment ergaben keine verbesserte Ausbeute. Aufgrund dieser
geringen Ausbeuten und der nicht gelungenen Erzeugung von ,,in frame* Hybridproteinen
wurde die Etablierung der Methode ITCHY nicht weiter verfolgt.

Stattdessen sollte die Zielreaktion (1.5) durch die Optimierung des Akzeptorspektrums der
PpBFD zugénglich gemacht werden.

Die Anwendung der Methode ITCHY erbrachte nur geringe Ausbeuten und die
isolierten Klone zeigten zudem keine Uberexpression. Dieser Ansatz wurde daraufhin
nicht weiter verfolgt, stattdessen sollte die Zielreaktion durch Optimierung des

Akzeptorspektrums der PpBFD zugiinglich gemacht werden.
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3.3  Optimierung der PpBFD: Erweiterung des Akzeptorspektrums mittels
fehlerhafter PCR

Die PpBFD ist bei der Katalyse der Carboligation zu (S)-Hydroxyketonen auf Acetaldehyd als
Akzeptor beschriankt [Iding et al., 2000]. Die in der Aufgabenstellung vorgestellte
Zielreaktion mit Benzaldehyd als Donor und Dimethoxyacetaldehyd als Akzeptor (1.5) wird
von der BAL enantioselektiv zu (R)-2-Hydroxy-3,3-dimethoxypropiophenon ((R)-DMA-HPP)
katalysiert. Da BAL und PpBFD sich beziiglich der Carboligation zum 2-HPP als enantio-
komplementire Katalysatoren verhalten (Abb. 5) [Pohl et al., 2002], sollte iiber fehlerhafte
PCR das Akzeptorspektrum der PpBFD optimiert und damit das entsprechende (S)-
Enantiomer zuginglich gemacht werden. In vorangegangen Experimenten war mittels
fehlerhafter PCR bereits eine Variante der PpBFD erzeugt worden, PpBFDL476Q, welche
eine fiinffach gesteigerte Carboligaseaktivitdt fiir das Produkt (S)-2-HPP gegeniiber dem
Wildtyp aufweist [Lingen et al., 2002]. Diese sollte als Ausgangspunkt des hier verfolgten

Ansatzes dienen.

3.3.1 Uberexpression des mdIC-Gens aus Pseudomonas putida in Escherichia coli

In vorangegangenen Arbeiten lag das die BFD aus P. putida kodierende Gen in dem Vektor
pKK233-2 kloniert vor, und wurde mit Hilfe des Wirtes E. coli SG13009 exprimiert [Iding et
al., 2000, Lingen et al., 2002, 2003]. Zu diesem Expressionssystem gehort zusitzlich ein
zweites Plasmid, pRep4, welches eine stirkere Kontrolle der Expressionsinduktion
ermoglicht. Fiir den Ansatz eines Hochdurchsatzscreenings einer Varianten-Bank mit
anschlieBender Sequenzierung der positiven Klone ist dieses Expressionssystem basierend auf
zwei Vektoren hinderlich, da bei Plasmidpreparationen diese mit pRep4 verunreinigt sind.
Als neues Expressionssystem sollte das pET-System (Vektor pET28a) mit dem
Expressionswirt E. coli BL21 (DE3) dienen.

Das fiir die PpBFDL476Q kodierende Gen wurde iiber Ncol und HindIIl in den Vektor
pET28a kloniert mit einer C-terminalem His-Tag-Fusion. Der Wirt E. coli BL21 (DE3)
wurde mit dem fertigen Konstrukt pET BFDL476Q transformiert. Der Stamm E.
coli BFDL476Q wurde im Screening als Negativ-Kontrolle eingesetzt. Als Positiv-Kontrolle
wurde die BAL, kodiert durch das Gen bznB eingesetzt, da sie die Umsetzung von

Benzaldehyd und Dimethoxyacetaldehyd zum entsprechenden (R)-Enantiomer des DMA-HPP
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katalysiert. Zundchst wurde die interne Ncol Schnittstelle des Gens bznB mittels
ortsgerichteter Mutagenese eliminiert. AnschlieBend wurde das Gen {iber die flankierenden
Schnittstellen Ncol/ Xhol in den Vektor pET28a kloniert. E. coli BL21 (DE3) wurde mit dem

Vektor transformiert.

3.3.2 Fehlerhafte PCR (epPCR) der BFD-Variante L476Q

Fiir die Optimierung der BFD-Variante L.476Q wurde die Methode der fehlerhaften PCR
(error prone, epPCR) gewéhlt. Das gesamte Gen wurde mutiert, da schon aus anderen
Beispielen bekannt war, dass zum Teil weit vom aktiven Zentrum entfernte Verdnderungen
der AS-Sequenz zu einer Verbesserung der katalytischen Eigenschaften flihren kdnnen
[Liebeton et al., 2000; Bocola et al., 2004]. Die Reaktionsbedingungen der epPCR wurden
durch erhohte MgCl,- und MnCl,-Konzentrationen so eingestellt, dass man 1-3 AS
Austausche pro BFD-Untereinheit erhielt. Als Template fiir die epPCR diente der Vektor
pKK233 BFDL476Q [Lingen et al., 2002]. Uber die Primer pKK233-2 rev und pKK233-
2 for wurden die Schnittstellen Ncol und HindIIl angefiigt. Die mutagenisierten PCR-
Fragmente wurden in den mit den gleichen Restriktionsendonukleasen linearisierten Vektor
pET28a kloniert. Der Expressionswirt E. coli BL21(DE3) wurde mit dieser epPCR-Bibliothek

transformiert.

Fur die Evolvierung der PpBFD wurde als Ausgangspunkt die Variante L476Q mit
gesteigerter Carboligaseaktivitdt und erweiterten Donorspektrum ausgewahlt. Die
epPCR-Bibliothek wurde mit einer Austauschrate von 1-3 Aminosaureaustauschen pro
BFD Untereinheit hergestellt.
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3.3.3 Entwicklung eines High Throughput Screening Assays fur Carboligase-Aktivitat

Bei der Zufallsmutagenese entsteht eine Vielzahl von Varianten, welche anschlieBend auf ihre
Eigenschaften getestet werden miissen. Das Screening muss dabei den jeweiligen
Bedingungen angepasst werden. Zunédchst wurden die Anzuchtbedingungen fiir eine optimale
Expression der Mutantenbanken in Mikrotiterplatten optimiert. Die besten Ergebnisse
konnten bei einer Expressionsdauer von 20 h bei 37°C und 600 rpm erzielt werden (Abb. 16).
Die Zellen wurden anschlieBend in den Mikrotiterplatten durch Zentrifugation pelletiert und

durch Resuspendierung in Puffer, welcher mit Lysozym versetzt war, aufgeschlossen.
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Abb.16: SDS-PAGE Analyse der Optimierung der Expression in Mikrotiterplatten. Die beiden
Kontrollstimme E. coli BAL und E. coli_L476Q, sowie E. coli BL21(DE3) transformiert mit dem Leervektor
(Negativkontrolle) wurden nach der Induktion 0 h, 3 h und 20 h in der Mikrotiterplatte inkubiert. Es wurde
jeweils eine ODsgy = 0,15 aufgetragen. Die Negativkontrolle zeigt keine Expressionsbande. Die beiden
Kontrollstimme E. coli BAL und E. coli BFDL476Q zeigen nach 3 h und 20 h eine deutliche Expressionsbande
auf der zu erwartenden Hohe von ~56 kDa (Pfeil). Die Expressionsdauer von 20 h wurde fiir das Screening auf
Carboligaseaktivitdt iibernommen.
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Die Carboligase-Aktivitit sollte durch einen einfachen Farbassay nachgewiesen werden
[Breuer et al., 2002], welcher bereits in anderen Zufallsmutagenese-Ansitzen angewendet
worden war [Lingen et al., 2002, 2003]. Der Test beruht auf der Reduktion des farblosen
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC), welches so zum intensiv rot gefirbten Formazan
wird. Dieser Farbumschlag sollte im Screening durch das Produkt der Carboligaseaktivitit,

dem 2-HPP-Derivat, welches gleichzeitig oxidiert wird, ausgelost werden (Abb. 17).

HQ  OCH,
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Abb.17: Farbassay zum Nachweis der Carboligaseaktivitat. 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (links) wird
von dem Produkt der Enzymaktivitét, 2-Hydroxy-3,3-dimethoxypropiophenon (Mitte) zum Formazan reduziert,
welches eine intensive rote Farbe besitzt.

Bevor mit dem Screening der Bibliothek begonnen werden konnte, mussten die eingesetzten
Substrate und die erwarteten Produkte auf ihre Reaktionen im Farbassay getestet werden.
Beide Substrate, Benzaldehyd und Dimethoxyacetaldehyd, verursachten keinen
Farbumschlag, wohingegen das Produkt 2-Hydroxy-3,3-dimethoxypropiophenon (DMA-
HPP) ab einer Konzentration von 2,5 mM zu einer Rotfarbung fiihrte (Abb. 18). Auch das
mogliche Produkt Benzoin (Abb. 13) verursachte bei dieser Konzentration -einen

Farbumschlag (ohne Abb.).
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Konzentration
[mM]

Substrat 0,5

2,5 10 30 40 50

Benzaldehyd

Dimethoxyacetaldehyd

2-Hydroxy-3,3-dimethoxy-
propiophenon

Abb.18: Konzentrationsreihe der Substrate und des Produkts 2-Hydroxy-3,3-dimethoxypropiophenon im
Farbassay. In der Farbreaktion des TTC-Assays zum Nachweis von Carboligaseaktivitit im Screening der
epPCR-Bank wurden die Substrate Benzaldehyd und Dimethoxyacetaldehyd, sowie auch das mégliche Produkt
getestet. Wie erwartet, 16sen die Substrate keine Farbreaktion aus, das Produkt hingegen ist in der Lage, den
Farbstoff zu reduzieren.

Neben den Substraten und Produkten wurden auch die Zellextrakte im TTC-Assay getestet.
Die Substrate Benzaldehyd und Dimethoxyacetaldehyd wurden dabei in einem Verhéltnis von
1:3 eingesetzt (20 mM Benzaldehyd, 60 mM Dimethoxyacetaldehyd). Da von der PpBFD
eine geringe Benzoinsyntheseaktivitdt bekannt ist [Iding et al., 2000], sollte durch den
Uberschuss an Dimethoxyacetaldehyd eine Optimierung dieser Aktivitdt ausgeschlossen
werden. Nach 20-24 h Inkubation der Rohextrakte mit den Substraten fiihrten die Ansitze der
beiden Negativkontrollen, E. coli pET28a (E. coli BL21 (DE3) mit dem Leervektor
transformiert) als auch E. coli BFDL476Q, im Farbtest zu keinem Farbumschlag,
wohingegen die Positivkontrolle E. coli BAL eine deutlichen Rotfirbung verursachte
(Abb.19). Untersuchungen des Arbeitskreises Miiller, Lehrstuhl fiir pharmazeutische
Wissenschaften, Albert-Ludwig-Universitdt Universitdt, Freiburg, ergaben, dass die BAL
unter diesen Bedingungen quantitativ die Synthese des gemischten Ligationsproduktes
katalysiert und ein dreifacher Uberschuss an Dimethoxyacetaldehyd ausreichend ist, um die

Benzoinbildung zu unterdriicken.
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Abb. 19: Test von Rohextrakten
im Farbassay. Die Zellextrakte von

\ E. coli BL21(DE3) transformiert mit
A . PET_BAL-Ncol A pET BAL-Ncol  (Positiv-
kontrolle), B pET L476Q und C
pET28a (Negativkontrollen)

B PET_L476Q eingesetzt im TTC-Farbassay, nach
vorheriger Inkubation mit den
Substraten Benzaldehyd und
c | PET28a Dimethoxy-acetaldehyd fiir 24 h bei

30°C.

3.4 Ildentifizierung einer BFD-Variante mit optimiertem Akzeptoraldehyd-Spektrum

Die durch epPCR generierte Mutantenbibliothek wurde in Mikrotiterplatten exprimiert. 8.000
Klone wurden mittels des oben beschriebenen Farbassays auf Carboligaseaktivitit mit den
Substraten Benzaldehyd und Dimethoxyacetaldehyd durchgemustert. Die Reaktionsansétze
wurden 24 h bei 30°C inkubiert (3.3). Abb. 20 zeigt den Ablauf des Screenings.

20h
Induktionder —» gjjernte
Proteinexpression

Lyse der Zellen
Substratldsung

20h
Farbassay

R
I

Abb. 20: Ablauf des Screenings zur Erweiterung des Akzeptoraldehydspektrums. A Die mit der epPCR-
Bibliothek transformierten E. coli-Zellen wurden in deep-well-Mikrotiterplatten auf einem Brutschiittler
angezogen. Nach der Induktion der Expression mit IPTG wurden die Zellen weitere 20 h inkubiert und B
anschliefend durch eine Zentrifugation pelletiert. Der Zellaufschluss C erfolgte in den Mikrotiterplatten durch
die Zugabe von Lysozym. D Die resultierenden Rohextrakte wurden weitere 20 h bei 30°C mit der
Substratlosung (20 mM Benzaldehyd, 60 mM Dimethoxyacetaldehyd) inkubiert, und E die Bildung von
Hydroxyketonen mit dem Farbassay nachgewiesen. Positive Klone erscheinen im Screening rot (Pfeil).
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Ein Klon zeigte Carboligaseaktivitdt mit den genannten Substraten. Darauthin wurde das
entsprechende, die PpBFD-Variante kodierende Gen dieses rekombinanten Stammes
sequenziert. Das Ergebnis der Sequenzierung zeigt vier Basenaustausche, zusitzlich zu dem
Austausch CTG zu CAG, welcher in der parentalen PpBFDL476Q im Vergleich zu Wildtyp-
PpBFD bereits vorhanden war. Zwei der neuen Austausche resultieren in einem Austausch
der entsprechenden Aminosduren an den jeweiligen Positionen: (1) das Basentriplett GCT an
Aminosédureposition 255 wird mutiert zu GGT, sodass an dieser Stelle Alanin gegen Glycin
ausgetauscht wird, und (2) das Basentriplett ATT an Aminosdureposition 260 lautet nun ACT,
damit wird dort anstelle eines Isoleucins ein Threonin kodiert. Die beiden stillen Mutationen

finden sich in den Basentripletts der Aminosadurepositionen 387 und 491 (Tab.10).

Tab. 10: Aminosaureaustausche und stille Mutationen der Ausgangsvariante L476Q und der
Screeningvariante 55E4. Im Vergleich zur Ausgangsvariante PpBFD 1L476Q zeigt die Screeningvariante 55E4
vier weitere Basenaustausche, von denen zwei zu Aminosdureaustauschen fithren. An Aminosdure-Position 255
wird statt eines Alanins ein Glycin kodiert, an Position 260 wird das Isoleucin durch ein Threonin ersetzt.

PpBFD-Variante AS-Position Basenaustausch (AS-Austausch)

L476Q 476 CTG (L) — CAG (Q)
55E4 476 CTG (L) — CAG (Q)
255 GCT (A) — GGT (G)
260 ATT (I) - ACT (T)
387 still
491 still

Nach der Durchmusterung von 8000 Klonen konnte ein Klon mit Carboligaseaktivitat
unter den gewahlten Bedingungen identifiziert werden. Die Sequenzierung der
korrespondierenden DNA der positiven Variante 55E4 zeigte vier zusatzliche
Basenaustausche im Vergleich zur Ausgangsvariante PpBFDL476Q. Zwei der
Basenaustausche fiihrten zu entsprechenden Aminosaureaustauschen: A255G und
1260T.
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3.5  Biochemische Charakterisierung der PpBFD-Variante 55E4 im Vergleich zur
Ausgangsvariante L476Q

Die im Screening identifizierte Variante 55E4 sollte im Vergleich zur Ausgangsvariante
L476Q beziiglich ihrer katalytischen Eigenschaften, Decarboxylierung und Carboligation,
untersucht werden. Dazu wurden beide die die Varianten kodierenden mdIC-Gene in E. coli
BL21 (DE3) als His-Tag—Fusionsproteine {liberexprimiert. Fiir die Variante 55E4 wurde
Zellmasse mittels einer Hochzelldichte (HZD)-Fermentation gewonnen. Beide Proteine
konnten mittels Affinitdtschromatographie (IMAC) in einem Schritt aufgereinigt werden
(Abb. 21). Die Eluate wurden mit Hilfe einer Sephadex G25 Séule entsalzt. Die Reinigung der
L476Q Variante erzielte eine Ausbeute von 60 %, die Variante 55E4 konnte mit einer
Ausbeute von 50 % gereinigt werden (Tab. 11). Fiir die anschlieBenden Untersuchungen

konnten die Eluate mit geringem Aktivititsverlust (weniger als 10 %) lyophilisiert werden.

Abb. 21: SDS-PAGE Analyse der Reinigung der
PpBFDL476Q und der PpBFD55E4. Es wurden

M L476Q 55E4 M jeweils 20 pg Protein aufgetragen. M: Marker

e

Al

o —— 75 kDa

= h
—
': -F 50 kDa

Tab.11: Ausbeute bei der Reinigung der PpBFDLA476Q und der PpBFD55E4. Die Reinigung erfolgte iiber
immobilisierte Metall-Affinitdtschromatographie. Das enzymbhaltige Fluat wurde anschlieBend mittels einer
Sephadex G25-Sdule entsalzt. Es wurden etwa 22 g Zellen Feuchtgewicht eingesetzt. Die Gesamtaktivitdt im
Rohextrakt betrug 16281 U fiir PpBFDS55E4 und 9433 U fiir PpBFDL476Q. Die Ausbeute wurde anhand der
Gesamtaktivititen des Rohextraktes und des Eluats der G25-Saule berechnet.

Protein Proteinmenge Aktivitat spezifische Aktivitat Ausbeute
[mg] [U] [U/mg] [%0]
PpBFDL476Q 16,5 5350 324 57
PpBFDS55E4 33 7666 232 47
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3.5.1 Die PpBFD-Variante 55E4 zeigt eine verringerte Benzoylformiat-

decarboxylaseaktivitat

Es wurde untersucht, ob die zusétzlichen Mutationen der Variante 55E4 zu einer Verdanderung
der Decarboxylaseaktivitit verglichen mit der Ausgangsvariante L476Q fithren. Neben dem
natlirlichen Substrat Benzoylformiat wurden weitere 2-Ketosduren getestet, mit dem Ziel,
Aufschluss tiber Verdnderungen der sterischen Gegebenheiten im aktiven Zentrum der
Screening-Variante 55E4 zu erhalten. Es wurden lineare, verzweigte und aromatische 2-
Ketosduren getestet. Tab. 12 zeigt die gemessenen spezifischen Aktivititen, dabei wurde die
Decarboxylaseaktivitdt der Ausgangsvariante 1L476Q gleich 100 % gesetzt, alle weiteren
spezifischen Aktivititen des Enzyms flir die nicht-natiirlichen Substrate, als auch die
Messwerte der Variante S5E4, sind in Relation dazu aufgetragen.

Die Variante 55E4 zeigt mit 214 U/mg eine niedrigere Decarboxylaseaktivitit fiir das
natiirliche Substrat Benzoylformiat als die Ausgangsvariante L476Q (305 U/mg). Bei
Betrachtung der Aktivititen fiir die nicht-natiirlichen Substrate sind jedoch keine
signifikanten Unterschiede zu beobachten. Die Variante 55E4 setzt die weiteren getesteten 2-
Ketosduren mit dhnlichen Aktivititen wie L476Q um. Die gemessenen Aktivitdten fiir diese
Substrate liegen dabei unter 2% der Benzoylformiat-Decarboxylaseaktivitit von L476Q,
langkettige lineare 2-Ketosduren werden noch am besten umgesetzt. Verzweigtkettige 2-
Ketosduren konnen ebenfalls decarboxyliert werden, dabei wird die 2-Ketosdure mit einer
Verzweigung am C3-Atom unter den gewihlten Bedingungen schneller umgesetzt als die 2-
Ketosdure mit gleicher Kettenlinge mit Verzweigung am C4-Atom. Insgesamt sind fiir beide
Varianten die gleichen Tendenzen beziiglich der spezifischen Aktivititen fiir die nicht-

natiirlichen 2-Ketosduren zu beobachten (Tab. 12).
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Tab. 12: Substratspektrum der Decarboxylasereaktion der Screening-Variante 55E4 im Vergleich zur
Ausgangsvariante L476Q. Die Substratkonzentration betrug 30mM, eine Ausnahme bildete Benzoylformiat mit
15mM, da die Eigenabsorption bei hoheren Konzentrationen fiir den photometrischen Test zu hoch war. Die
spezifische Aktivitit der Variante L476Q fiir Benzoylformiat (304 U/mg) wurde gleich 100% gesetzt, alle
weiteren Aktivitdten wurden in Relation dazu dargestellt.

Substrat PpBFDL476Q PpBFD55E4
spez. Aktivitat | rel. Aktivitat | spez. Aktivitat | rel. Aktivitat
[U/mg] [%0] [U/mg] [%0]
Lineare 2-Ketosauren
J\’KOGN? 0 0 0 0
FQ‘\’(Q;H 0 0 0 0
QH(% 1,9 0,6 1,7 0,6
w)‘\’(% A1 10 37 12
Se 4.4 1,4 2,7 0,9
C3-substituierte 2-Ketoséuren
ﬁi 0.4 0.1 0.8 0.2
ﬁ)‘\ﬁ? 2,2 0,7 2,3 0,8
C4-substituierte 2-Ketosauren
/k)‘\’(gﬁ 1,4 0,5 0,8 0,3
Aromatische 2-Ketosauren
| o gN? 305 100 214 70
/ o
%8 | 1,4 0,5 1,4 0,5
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Die Ausgangsvariante L476Q und die Screeningvariante 55E4 konnten Uber Metall-
chelataffinitdtschromatographie effektiv gereinigt werden und standen somit fur die
weiterfuhrenden Charakterisierungen in ausreichenden Mengen zur Verfiigung. Der
Vergleich der Decarboxylaseaktivitaten fur aliphatische und aromatische 2-Ketosauren
zeigte eine geringere Aktivitdt der Variante 55E4 fur das natirliche Substrat
Benzoylformiat. Fur die weiteren getesteten nicht-nattrlichen Substrate wurden keine

signifikanten Unterschiede in den Aktivitaten gemessen.

3.5.2 Synthese von 2-Hydroxy-3,3-dimethoxypropiophenon und Benzoin

Die Bildung von Benzoin war bereits als schwache Nebenaktivitit der Ausgangsvariante
PpBFDL476Q bekannt. Im Screening war deshalb Dimethoxyacetaldehyd (DMA) im
Uberschuss dazugegeben (1:3) worden, um die Benzoinbildung zu unterdriicken.

Erste Untersuchungen zum Carboligationspotential der Variante 55E4 wurden in 1,2 ml
Ansidtzen durchgefiihrt, und es wurde die gleiche Substratzusammensetzung wie auch im
Screening (20 mM Benzaldehyd und 60 mM Dimethoxyacetaldehyd) gewaihlt. Die
Reaktionsprodukte wurden nach vier Tagen mittels chiraler HPLC analysiert (Arbeitskreis
Miiller, Lehrstuhl fiir pharmazeutische Wissenschaften, Albert-Ludwig-Universitit, Freiburg).
Die Ergebnisse zeigen, dass DMA-HPP und Benzoin in den Biotransformationen gebildet
werden. Die Bildung der anderen moglichen Ligationsprodukte (Abb. 13) konnte durch
NMR-Analyse der Ansidtze ausgeschlossen werden (Arbeitskreis Miiller, Lehrstuhl fiir
pharmazeutische Wissenschaften, Albert-Ludwig-Universitéit Freiburg). Bei einem Vergleich
der PpBFD-Variante 55E4 mit der Ausgangsvariante L476Q fiel auf, dass die Variante 55E4
beziiglich beider Produkte eine hohere Aktivitét zeigt.

Um die Umsetzung zu Benzoin zu unterdriicken und die Ausbeute des DMA-HPPs zu
erhohen, wurde in weiteren Ansétzen die Konzentration des Akzeptoraldehyds DMA erhoht,
die beiden Substrate wurden nun in einem Verhéltnis von 1:100 eingesetzt. Die Strategie war
erfolgreich, auch wenn trotz des 100-fachen Uberschusses des DMA die Bildung von Benzoin
nicht vollstindig zuriickgedrdangt werden konnte. Auflerdem ging auch die Bildung des HPP-
Derivates zuriick um den Faktor 2,2 im Vergleich zum 1:3 Substratmix, jedoch war das

Verhéltnis der beiden Produkte zueinander zugunsten des DMA-HPPs verbessert. In
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Gegenwart von 500 mM Dimethoxyacetaldehyd war die Carboligaseaktivitit der
Ausgangsvariante kaum noch vorhanden.

Die Bildung von Benzoin wurde zusitzlich untersucht durch Anséitze mit Benzaldehyd als
alleinigem Substrat (5 mM und 20 mM). Verglichen mit der Ausgangsvariante PpBFDL476Q
zeigt die Variante 55E4 eine signifikant hohere Benzoin-Katalyseaktivitdt, welche bei der
niedrigen Konzentration von 5 mM stirker ausgepragt war.

Die Ergebnisse der Umsetzungen zu Benzoin und DMA-HPP der beiden Varianten sind in

Abb. 22 dargestellt.

Benzoin

A B C D

0,6

) DMA-HPP

W 55E4 04 - d%o/
OL476Q

0,2 | i

O T 1
C D

Abb. 22 : Umsétze der Screening-Variante 55E4 und der Ausgangsvariante L476Q fur die Produkte
Benzoin und DMA-HPP. Es wurden jeweils 0, 5 mg Enzym in 1,2 ml Ansdtzen mit den Substraten
Benzaldehyd und Dimethoxyacetaldehyd bei 30°C inkubiert. Benzoin und DMA-HPP wurden mittels (chiraler)
HPLC quantifiziert. A 5 mM Benzaldehyd, B 20 mM Benzaldeyhd, C 20 mM Benzaldehyd mit 60 mM
Dimethoxyacetaldehyd, D 5 mM Benzaldehyd mit 500 mM Dimethoxyacetaldehyd. Die Ansdtze A und B
wurden nach 19 h gestoppt, Ansitze C und D nach 96 h. Das Produkt DMA-HPP konnte fiir die
Ausgangsvariante L476Q nicht nachgewiesen werden. Alle Messungen wurden von dem Arbeitskreis Miiller,
Albert-Ludwig-Universitéit Freiburg, durchgefiihrt.
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Die Variante 55E4 Kkatalysiert die Synthese des Produktes 2-Hydroxy-3,3-
dimethoxypropiophenon. Bei einem dreifachen Uberschuss des Akzeptors kommt es
gleichzeitiy zur Synthese wvon Benzoin. Ein hundertfacher UberschuR an
Dimethoxyacetaldehyd vermindert zwar die Gesamtaktivitit des Katalysators, die

Produktbildung kann so aber zugunsten des gemischten Produktes verschoben werden.

3.5.3 Enantioselektivitat der Carboligasereaktion

Fiir die in Abbildung 22 dargestellten Ansdtze wurden die Enantioselektivititen der
Ausgangsvariante 1L.476Q und der Screeningvariante 55E4 bestimmt. Fiir die Bildung des
gemischten Produktes DMA-HPP, welches nur mit 55E4 zugénglich ist, zeigt die Variante
eine schwache Selektivitit von etwa 10 % fiir das (R)-Enantiomer, unabhédngig von den
Substratkonzentrationsverhdltnissen. Anders ist es bei der Benzoinkatalyse. Fiir die Ansétze
mit Benzaldehyd als alleinigem Substrat liegt der Enantiomereniiberschuss fiir das (R)-
Enantiomer bei iiber 97 %. In den gemischten Ansdtzen nimmt die Enantioselektivitit des
Katalysators mit steigenden Dimethoxyacetaldehydkonzentrationen ab: bei 60 mM
Dimethoxyacetaldehyd liegt der ee bei 85 %, bei 500 mM des Substrates nur noch bei 77 %
fiir (R)-Benzoin. Die Ausgangsvariante L476Q zeigt in allen Ansétzen, unabhéngig von den
Aldehydkonzentrationen einen ee von >99 % fiir (R)-Benzoin. Bei dem Ansatz mit den
hochsten Gesamtaldehydkonzentrationen (5+500 mM) ist der Umsatz jedoch zu niedrig als
dass man mit der gebildeten Produktmenge eine Aussage iiber den ee treffen konnte. In Tab.

13 sind die Enantiomerentiberschiisse fiir (R)-Benzoin zusammenfassend dargestellt.
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Tab.13: Einfluss der Aldehydkonzentration auf die Enantioselektivitat fur (R)-Benzoin. Die angegeben
Werte wurden mittels chiraler HPLC bestimmt und bilden die Mittelwerte aus 2-3 voneinander unabhingigen
Messungen. Die Standardabweichung betrug dabei weniger als 3,5 %. n.d.: Die Menge an umgesetzten Benzoin
war zu gering fiir die Bestimmung eines ee.

Substrate 55E4 L476Q
(R)-Benzoin ee [%]
Benzaldehyd (5 mM) 99 99
Benzaldehyd (20 mM) 97 99
Benzaldehyd (20 mM) 85 99

Dimethoxyaldehyd (60 mM)

Benzaldehyd (5 mM) 77 n.d.
Dimethoxyacetaldehyd (500 mM)

Die Variante 55E4 katalysiert die Synthese zum gemischten Produkt 2-Hydroxy-3,3-
propiophenon mit geringem UberschuB des (R)-Enantiomers. Die (R)-Benzoin-Synthese
wird dagegen fast enantiomerenrein katalysiert, allerdings sinkt der ee fur das (R)-
Enantiomer mit steigender Gesamtaldehydkonzentration im Ansatz.

3.6 Lokalisierung der Aminosaureaustausche in der Proteinstruktur

Die iiber epPCR eingefiihrten Aminoséureaustausche A255G und 1260T fiihrten zu einer
Variante mit verdnderten biokatalytischen Eigenschaften (3.5). Das Akzeptorsubstratspektrum
der Carboligasereaktion wurde im Vergleich zur Variante L476Q vergroBert:
Dimethoxyacetaldehyd und Benzaldehyd kdnnen umgesetzt werden. An beiden Positionen
kam es zur Einfilhrung von Aminosduren mit kleineren Seitenketten. Diese
Aminosdureaustausche der Variante 55E4 sollten in der Tertidr — bzw. Quartirstruktur
lokalisiert werden. In Kooperation mit der Arbeitsgruppe Pleiss, Institut fiir Technische

Biochemie, Universitit Stuttgart, wurde von M. Knoll ein Strukturmodell anhand der Daten
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zur Kristallstruktur [Polovnikova et al., 2003] erstellt und die Positionen 255 und 260
markiert (Abb. 23).

""'!,':IJ;;EE LB Abb.23: Modell des aktiven
Rl e Zentrums der BFD  mit
Y Markierung der  mutierten

al

Aminosduren der Variante
55E4. Die Perspektive zeigt den
Blick vom Substratkanal in das
aktive Zentrum. Der Cofaktor
ThDP ist in Orange dargestellt,
das Histidin 70 in Rot. Die beiden
mutierten Aminosduren sind in
grimer Farbe wiedergegeben.
Direkt vor dem Alanin 255,
welches in Variante 55E4 durch
ein Glycin ersetzt wurde, befindet
sich das Histidin 281 (blau),
welches in das aktive Zentrum
hineinragt. Rot: H70.

Position 255 und 260 befinden sich nicht im aktiven Zentrum der BFD, jedoch in dessen
unmittelbarer Umgebung. Beide Mutationen liegen in der dreidimensionalen Struktur nahe
dem Histidin an Position 281, dessen Rest in das aktive Zentrum hineinragt und dessen Rolle
fiir die Katalyse bereits untersucht wurde [Polovnikova et al., 2003; Siegert, 2000]. Durch die
Verkleinerung der Reste an Position 255 und 260 konnte der Histidinrest aus dem aktiven
Zentrum zuriickweichen, wodurch dort mehr Platz entstehen wiirde.

Aufgrund der Analyse des Strukturmodells und dem vermuteten Effekt der neuen Mutationen
auf die Aminosdure H281 und der damit verbundenen VergroBBerung des aktiven Zentrums
sollten die Variante 55E4 und die Variante H281A beziiglich ihrer Carboligaseaktivititen mit
den Substraten Benzaldehyd und Dimethoxyacetaldehyd vergleichend getestet werden. Es
wurden die Substratverhdltnisse 1:3 und 1:100, wie auch schon in den vorangegangenen
Untersuchungen (3.5), fiir den Vergleich herangezogen. Tab. 14 zeigt die mittels (chiraler)
HPLC ermittelten Umsetzungen fiir das DMA-HPP sowie fiir Benzoin.
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Tab. 14: Vergleich der Carboligaseaktivitaten der Varianten 55E4 und H281A. Beide Enzyme (0, 2
mg/Ansatz) wurden in 1, 2 ml Ansdtzen 4 Tage bei 30°C mit den Substraten Benzaldehyd und
Dimethoxyacetaldehyd inkubiert. Die Angaben stellen die Mittelwerte aus zwei voneinander unabhéngigen
Messungen dar. Die Bezeichnung 1:3 entspricht einer Substratzusammensetzung von 20 mM Benzaldehyd und
60 mM Dimethoxyacetaldehyd, die Bezeichnung 1: 100 entspricht 5 mM Benzaldehyd und 500 mM
Dimethoxyactealdehyd.

Enzym- DMA-HPP Benzoin
Variante [mM] [mMM]
1:3 1:100 1:3 1:100
S5E4 0,33 0,18 4,7 0,23

(+/-0,1) (+/-0,04) (+/-0,4) (+/-0,04)

H281A 0,35 0,08 3,3 0,08
(+-007)  (+-0,01)  (+-0,01)  (+-0,01)

Bei den Ansdtzen mit niedriger Gesamtaldehydkonzentration (20 mM Benzaldehyd und 60
mM Dimethoxyacetaldehyd) sind die Umsédtze der beiden Varianten vergleichbar. Auch bei
der Variante H281A =zeigt sich eine deutliche Bevorzugung der Katalyse der (R)-
Benzoinbildung im Vergleich zur Bildung des gemischten Ligationsproduktes. Zudem wird
das gemischte Produkt auch von dieser Variante nur mit einem geringen
Enantiomereniiberschuss gebildet. Bei Anderung des Konzentrationsverhiltnisses und damit
Erhohung der Gesamtaldehydkonzentration zu 5 mM Benzaldehyd und 500 mM
Dimethoxyacetaldehyd zur Unterdriickung der Benzoinsynthese zeigt die Variante 55E4
hohere Umsétze: sie katalysiert im betrachteten Zeitraum die Bildung von etwa doppelt soviel

DMA-HPP und dreimal soviel Benzoin.

Mit Hilfe der 3D-Struktur der PpBFD konnte die Lage der Dbeiden
Aminosaureaustausche in der Screeningvariante 55E4 bestimmt werden. Beide befinden
sich in unmittelbarer Nahe des aktiven Zentrums in der Néhe der katalytisch aktiven
Aminosaure H281. Ein Vergleich der Carboligaseaktivitaten der Variante 55E4 mit der
Variante H281A zeigt vergleichbare Umsatze fur DMA-HPP und Benzoin bei einem
Substratverhéltnis von 1:3. Bei dem Verhaltnis der Substrate von 1:100 katalysiert die
Variante 55E4 Uber den betrachteten Zeitraum die Bildung von etwa doppelt soviel
DMA-HPP und dreifach soviel Benzoin.
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3.7  Weiterfiuhrende Analyse der Austausche an Position 255 und 260 durch
Sattigungsmutagenese

Die Sequenzierung der positiven Variante 55E4 hatte zwei zusdtzliche Aminoséureaustausche
im Vergleich zur Ausgangsvariante L476Q gezeigt: an Position 255 war die urspriingliche
Aminosdure Alanin gegen ein Glycin ausgetauscht worden, an Position 260 Isoleucin gegen
Threonin (3.4). Es sollte die Frage gekliart werden, ob beide Austausche zusammen die
beobachteten verdnderten biochemischen Eigenschaften des Enzyms bedingen (3.5), oder ob
nur eine Position hierfiir verantwortlich ist. Zu diesem Zweck sollte eine Sattigungs-
mutagenesebank jeweils fiir beide Positionen angelegt werden. Dabei werden an den
genannten Positionen alle 19 anderen mdglichen Aminosduren mittels PCR eingefiihrt. Die
beiden Sittigungsbanken sollten dann mittels des unter 3.3.3 beschriebenen Farbassays mit
Benzaldehyd als alleinigem Substrat auf erhohte Carboligase-Aktivitdt durchgemustert
werden. Durch Anlegen und Testen der Sattigungsbanken sollte nicht nur geklart werden,
welche Position fiir die beobachteten Effekte verantwortlich ist, sondern auch, ob durch

andere Aminosédurereste der bereits erzielte Effekt weiter optimiert werden kann.

3.7.1 Herstellen der Sattigungsbanken an Position 255 und Position 260

Zur Konstruktion der beiden Sittigungsbanken sollte die Methode der Overlap-Extension
PCR zur Anwendung kommen. Diese empfiehlt sich bei Mutagenesen, bei denen die zu
verdandernde Position im mittleren Sequenzbereich liegt [Georgescu et al., 2003].

Als Template diente das Konstrukt pET L476Q. Die resultierenden Volldngen-Produkte
wurden tber die Restriktionsschnittstellen Ncol und HindIIl in den Vektor pET28a kloniert
und anschlieBend E. coli BL21 (DE3) als Expressionswirt mit den erstellten Banken
transformiert. Es wurden jeweils 3 Klone jeder Bank sequenziert, in keinem Fall wurde an
den mutagenisierten Positionen die urspriingliche Aminosdure kodiert. Zusdtzlich wurden
jeweils 10 Klone einer Testrestriktion unterzogen, alle Plasmide trugen ein entsprechendes
Insert. Pro Position wurden 200 Klone mittels des unter 3.3.3 beschriebenen Farbassays auf

erhohte Carboligase-Aktivitit getestet.
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3.7.2 Klone der Sattigungsbank an Position 255 zeigen erhéhte Carboligaseaktivitat

In einem ersten Durchgang des Carboligase-Screenings, in dem jeweils 200 Klone getestet
wurden, zeigten sechs Klone der Sattigungsbank an Position 255 und 2 Klone der Bank an
Position 260 eine erhohte Aktivitdt beziiglich der Formation von Benzoin im Farbtest. In
diesem Screening diente die Ausgangsvariante L476Q als Negativkontrolle und die
Screening-Variante 55E4 als Positivkontrolle. Die positiven Klone dieses ersten Durchgangs
wurden noch jeweils viermal mittels des Farbassays getestet, nur die Aktivitdt der Klone der

Sattigungsbank an Position 255 war immer reproduzierbar (Abb. 24).

3.7.3 Sequenzierung der positiven Klone der Sattigungsmutagenese an Position 255

Die positiven Klone aus dem Screening der Sittigungsbanken wurden sequenziert. Das
Ergebnis der Sequenzierung zeigt, dass in allen 6 Féllen an Position 255 nun ein Glycin
anstatt eines Alanins eingefiihrt wurde (Abb. 24). Keine der anderen 19 Aminosduren fiihrte

zu einer nachweisbaren Erh6hung der Carboligase-Aktivitét.

Aminoséaure Codon
Position 255 Position 255
L4760 CFRGLMP A GIAAISQL GCT
A CFRGLMP G GIAAISQL GGG
B CFRGLMP G GIAAISQL GGG
C CFRGLMP G GIAAISQL GGG
D CFRGLMP G GIAAISQL GGG
E CFRGLMP G GIAAISQL GGC
55E4 CFRGLMP G GIAATSQL GGT

Abb. 24: Auswertung der positiven Klone der S&ttigungsbank an Position 255. Dargestellt sind die in der
Sattigungsbank an Position 255 identifizierten Klone (A-E). Alle besitzen an der mutagenisierten Position
anstelle eines Alanins wie die Ausgangsvariante PpBFDL476Q ein Glycin. Die entsprechenden Basentripletts,
welche die Position 255 kodieren, sind ebenfalls angegeben.
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Fur die Positionen der Uber Zufallsmutagenese eingefiihrten Aminosaureaustausche der
Variante 55E4 wurde jeweils eine Sattigungsmutagenese durchgefuhrt. Die Uber
Overlap-extension PCR  generierten  Bibliotheken  wurden auf erhohte
Carboligaseaktivitat getestet. Dabei konnte nur fir Klone der Bibliothek, welche die
Position 255 abdeckte, Aktivitdit nachgewiesen werden. Die Sequenzierung der
korrespondierenden DNA zeigte, dass es in allen Fallen zu dem Austausch A255G

gekommen war.
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4. Diskussion

Thiamindiphosphat (ThDP)-abhéangige Enzyme katalgsielie Spaltung und Bildung von C-
C-Bindungen, darunter auch die Synthese chiraldy@-oxyketone [Pohét al., 2002, 2004].
Fur die Produktion chiraler Hydroxyketone, welch&eressante Synthone in der organischen
Chemie darstellen, werden die ThDP-abhangigen Eszyrereits seit Anfang des 20.
Jahrhunderts eingesetzt: die PyruvatdecarboxylaBBC), das Schlisselenzym der
alkoholischen Garung, katalysiert in einer Nebekiiea die Synthese von R}-
Phenylacetylcarbinol R))-PAC), welches als Vorstufe in der Synthese Zbphedrin, einem
Antihistaminikum, dient [Neuberg & Hirsch, 1921;|é#brandt & Klavehn, 1930]. Wie die
PDC besitzt auch die Benzoylformiatdecarboxylase{BCarboligaseaktivitat. Dabei stellt
sie einen wertvollen Katalysator chiraler 2-Hydrkatone dar: Unter den auf ihr
Carboligasepotential beziglich dieser Verbindungemersuchten Enzymen, PDC und
Benzaldehydlyase (BAL), zeigt die BFD abBseudomonas putida (PpBFD) als einzige eine
(9-selektive Katalyse. Zusammen erganzen sich di@&ekatalysatoren in ihrem
Produktspektrum. Aus den Substraten BenzaldehydAgaedaldehyd bilden BAL und BFD
das zu PAC tautomere Produkt 2-Hydroxypropiophe@HPP) und bilden dabei die
zueinander entgegengesetzten Enantiomere (AbbP&)l Et al., 2002]. Die Katalyse der
Synthese der tautomeren Produkte ergibt sich daddiass im Falle der PDC Acetaldehyd
als Donor vom ThDP gebunden wird, wahrend bei dar BAL und BFD katalysierten
Reaktion Benzaldehyd den Donor darstellt [Ralal., 2002; Pohkt al., 2004].

Chirale 2-Hydroxyketone als Synthone in der orgam® Chemie sind vor allem dann
interessant, wenn sie zusatzliche funktionelle épéietten besitzen, da sie Folgereaktionen
ermdglichen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die bitedung §-2-Hydroxy-3,3-
dimethoxypropiophenon (Abb. 8) durch enzymatischietitese zuganglich gemacht werden,
welches das Produkt der Carboligation von Benzgidehit Dimethoxyacetaldehyd darstellt,
vorausgesetzt Benzaldehyd dient als Donor (AbbU8}Jer den genannten Biokatalysatoren
ist die PpBFD das einzige Enzym, bei dem die Caghskaktivitéat in einemS-Enantiomer
resultiert. Allerdings ist bei dieser Reaktion d&sektrum der Akzeptoren auf Acetaldehyd
beschréankt [Idingt al., 2000].

Drei unterschiedliche Wege wurden in dieser Arlmitigeschlagen, um die Zielreaktion
(Abb. 8) zu etablieren und durch die Ergebnisses@fidiber die PpBFD als Biokatalysator zu
gewinnen. Mittels Datenbankrecherche sollten (I)enpotentielle BFDs aus der Fille der

Sequenzinformationen aus veroffentlichten Genonafiten gezielt ausgewahlt, kloniert,
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exprimiert und charakterisiert, sowie auf die gewiinschte Reaktion hin untersucht werden. Mit
den Methoden der gerichteten Evolution sollte (2) durch Etablierung einer rekombinativen
Methode ein vollig neuer Sequenzraum und damit verbunden neues Katalysepotential
erschaffen werden und (3) mittels bewiéhrter fehlerhafter PCR das Akzeptorsubstratspektrum

der bereits bekannten PpBFD erweitert werden.

4.1 Identifizierung und Charakterisierung neuer Benzoylformiatdecarboxylasen

Das ,,data base mining®, bei dem man in den aus Genomprojekten verdffentlichten Daten
nach dhnlichen Sequenzen zu bereits bekannten Biokatalysatoren sucht, die kodierenden Gene
aus den entsprechenden Organismen isoliert und in einem geeigneten Wirt exprimiert, ist eine
Moglichkeit, neue Biokatalysatoren zu gewinnen [Wackett ef al., 2004]. Ausgehend von der
Aminosduresequenz der bereits gut charakterisierten PpBFD  sollten &hnliche
Primédrstrukturen identifiziert werden wund die Proteine durch Klonierung der
korrespondierenden Gene und Expression in E. coli BL21(DE3) zugénglich gemacht werden.
Mit Hilfe des Programms BLASTp [Altschul et al., 1997; Schiffer et al., 2001] und der
Primérstruktur der bekannten PpBFD als Ausgangspunkt wurden die putativen
Benzoylformiatdecarboxylasen aus den Organismen Pseudomonas aeruginosa (PaBFD) und
Bradyrhizobium japonicum (BjBFD) ausgewihlt. Bei dieser Auswahl spielte neben der
Analyse der Primérstrukturen auch die Verfiigbarkeit der genomischen DNA eine Rolle.

Um Aufschluss iiber das Katalysepotential der beiden potenziellen neuen BFDs zu erhalten,
sollten die beiden korrespondierenden Gene mittels des T7-Expressionssystems in E. coli
BL21(DE3) iiberexprimiert werden und das so gewonnene Protein durch die Fusion mit
einem His-Tag in einem Schritt iber immobilisierte Metallaffinitdtschromatographie gereinigt
werden, um fiir die anschlieBenden Untersuchungen der Biokatalysatoren in ausreichender

Menge zur Verfiigung zu stehen.

Die PaBFD und die PpBFD zeigen eine hohe Ubereinstimmung der Primirstrukturen

Ein Vergleich der Primédrstrukturen der PaBFD und der PpBFD zeigte, dass diese nicht nur

aus der gleichen Anzahl Aminosduren (528 AS, 3.1.2) bestehen, sondern auch 63 % der
Aminoséuren identisch sind (3.1.2). In der Gruppe der ThDP-abhingigen Decarboxylasen ist
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eine solche Ahnlichkeit der Primirstrukturen nicht gegeben, eher ist eine hohe strukturelle
Ubereinstimmung zu beobachten [Hasson et al., 1998; Mosbacher ef al., 2005]. Der Vergleich
der Primérstrukturen zeigte zudem, dass neben den Resten, welche an der Bindung des
zweiwertigen Metallions und des ThDPs beteiligt sind, auch die katalytisch wichtigen Reste
S26, H70 und H281 der PpBFD, deren Bedeutung fiir den Katalysemechanismus mittels
Mutagenesestudien untersucht wurden [Polovnikova et al., 2003; Siegert et al., 2005], in der
Aminoséduresequenz der PaBFD konserviert sind.

Einen ersten Anhaltspunkt, dass iiber die Ubereinstimmungen der Primirstrukturen hinaus
auch die Faltung und damit die Tertidrstruktur der beiden Pseudomonaden-Proteine Parallelen
zeigt, brachte die Aufreinigung der PaBFD {iber ein C-terminal fusioniertes His-Tag. Die
strukturhomologen Proteine PDC, BAL und PpBFD konnten iiber ein C-terminales His-Tag
gereinigt werden [Iding ef al., 2000; Janzen, 2002; Siegert et al., 2005], der C-Terminus liegt
bei diesen Biokatalysatoren frei. Die Aufreinigung der PaBFD konnte analog der
Bedingungen fiir die PpBFD [Iding et al., 2000] durchgefiihrt werden. Ein mdglicher
Aktivitdtsverlust der PaBFD durch die Fusionierung des His-Tag kann natiirlich erst
ausgeschlossen werden, wenn aufgereinigtes Protein ohne His-Tag fiir einen Vergleich zur

Verfligung steht.

PaBFD und PpBFD zeigen dhnliche katalytische Eigenschaften

Die Katalyse der C-C-Verkniipfung ist fiir die bereits bekannte PpBFD eine Nebenreaktion.
Die physiologische Funktion des Enzyms liegt als Bestandteil des Mandelatkatabolismus in
der Decarboxylierung von Benzoylformiat zu dem korresponierenden Benzaldehyd [McLeish
et al., 2004, Lingen et al., 2004]. Fiir die PaBFD ist bisher nicht bekannt, welche
physiologische Funktion sie fiir den Organismus P. aeruginosa besitzt. Das Protein wurde in
dieser Arbeit hinsichtlich beider Aktivititen, Decarboxylierung und Carboligation, untersucht.
AuBer Benzoylformiat decarboxyliert die PpBFD auch unterschiedliche aromatische und
aliphatische 2-Ketosduren, allerdings mit vergleichsweise geringen Aktivititen, die weniger
als 2 % der Decarboxylaseaktivitit fiir Benzoylformiat (320 U/mg) betragen [Iding et al.,
1998, 2000]. Die gemessene Benzoylformiatdecarboxylaseaktivitit der PaBFD betrdgt mit 75
U/mg nur etwa 24 % der Aktivitdt der PpBFD. Bei den fiir die bekannte PpBFD untersuchten
nicht-natiirlichen Substraten zeigt auch die PaBFD deutlich geringere Aktivitdten, welche in

diesem Fall bei max. 4 % der Benzyolformiatdecarboxylaseaktivitit liegen. Da diese bei der
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PaBFD jedoch bereits geringer ist als bei der PpBEdgen die beiden Pseudomonaden-
Proteine keine signifikanten Unterschiede bezugligser Substrate. Fir den beschriebenen
direkten Vergleich wurden die Werte der PpBFD duchsocke, Arbeitskreis Pohl, Institut
fur molekulare Enzymtechnologie, Heinrich-Heine-\wsitat Disseldorf, zur Verfigung
gestellt (ohne Abb.). Die hier durchgefihrten Meggn sollten jedoch nur erste Hinweise
auf das Substratspektrum liefern. Ein quantitatinégrgleich ist nicht mdglich, da
berticksichtigt werden muss, dass die Messungen éeer Substratkonzentration
durchgefuhrt wurden. Substratiiberschussinhibienunger Biokatalysatoren sind genauso
maoglich wie eine zu geringe Substratkonzentratiotenalb der optimalen Sattigung. Genaue
Aussagen konnen erst durch kinetische Untersuclugemacht werden.

Neben den Untersuchungen zur Decarboxylaseaktikiénte fur die neue, im Rahmen
dieser Arbeit identifizierte PaBFD auch Carboligddeitat nachgewiesen werden. In einem
Ansatz mit Benzaldehyd und Acetaldehyd katalysielite PaBFD die Ligation der beiden
Substrate zu 2-HPP, dem gleichen Produkt, welcles aon der bekannten PpBFD als
gemischtes Ligationsprodukt gebildet wird (Abb. .1Bje Katalyse lief enantioselektiv ab,
wie bei der PpBFD mit einem Uberschuss fiir dgsEpantiomer. Dabei blieb die chirale
Induktion der Katalyse unvollstandig: dax betrug etwa 77 %. Die PpBFD kann die Bildung
des §-2-HPP mit einemee fir das §-Enantiomer von bis zu 95 % katalysieren. Dabei
wurde eine Abh&ngigkeit der chiralen Induktion ter Bildung des Produktes 2-HPP von der
Konzentration des Donorsubstrats Benzaldehyd imatinkseobachtet [Idingt al., 2000]. In
dieser Arbeit wurde darliber hinaus der gleiche tg&influss auf die Enantioselektivitat
der Carboligasereaktion einer Variante der PpBFi2iudas Substrat Dimethoxyacetaldehyd
beobachtet (4.3). Die Katalyse der PaBFD zu dendukto(S-2-HPP wurde hier nur mit
einer Substratkonzentration (20 mM Benzaldehyd,n8@ Acetaldehyd) getestet. In den
Untersuchungen von Idinget al., 2000 zeigte die bekannte PpBFD bei dieser
Benzaldehydkonzentration nur noch eirgervon ca. 89 % im Vergleich zu einesa von ca.

95 % bei 1 mM Benzaldehyd [Iding al., 2000; Siegert 2000]. Durch Ver&nderung der
Reaktionsbedingungen kénnte daher mdglicherweisk die Enantioselektivitat der PaBFD
bezuglich der 2-HPP Bildung noch optimiert werden.

Wie gezeigt werden konnte, stimmt die PaBFD beztiglies Spektrums der Akzeptoren flr
die Carboligation auch mit der bekannten PpBFD ¢ibedie gesuchte Zielreaktion zui
DMA-HPP katalysiert die PaBFD nicht. Daraufhin wearauch in einem Ansatz versucht den

Donor Benzaldehyd auszutauschen, die bekannte P@EEptiert als Donoren keine in der
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ortho-Position substituierten Benzaldehyde [Idietgal., 2000]. Wie die PpBFD zeigt die
PaBFD keine Katalyse zum entsprechenden HPP-D€BVAE).

Bei der Expression der BjBFD in Escherichia coli BL21(DE3) kommt es zur Bildung

von unléslichen Proteinaggregaten

Ein Vergleich der Sequenzen der neu identifiziel¢BFD mit der PpBFD zeigt gro3ere
Unterschiede: insgesamt besitzen die beiden Petmn 30 % identische Aminosauren im
Vergleich zu 63 % Identitdt der beiden Pseudomamdtieteine. Die geringere
Ubereinstimmung betrifft auch Positionen von Amiasn, deren Funktion fur die von der
PpBFD katalysierten Reaktionen, Decarboxylierund Garboligation, bekannt sind (Tab. 7,
Abb. 10).

An Position 26 befindet sich in der Primarstruktlar PpBFD ein Serin, welches flr die
Substratbindung essentiell ist: ein Austausch zan#l fihrt zu einem vollstandigen Verlust
der Decarboxylaseaktivitat [Polovnikowh al., 2003]. Uber die Carboligaseaktivitat dieser
Variante ist noch nichts bekannt. Aquivalent zu 826 PpBFD ist laut Sequenzvergleich ein
Threonin an Position 28 bei der BjBFD. Zwar unthesden sich die beiden Aminosauren in
ihrer Seitenkette, beide besitzen jedoch die gé&idunktionelle Gruppe (-OH). Die
Aminosaure H70 findet sich auch in der SequenB{BFD an entsprechender Stelle. Fir die
PpBFD ist dieser Rest katalytisch essentiell, figr Decarboxylasereaktion als auch fur die
Carboligasereaktion. Eine Variante mit einem Austhuzu Alanin an dieser Position zeigt
noch 0, 3 % der Decarboxylaseaktivitdt und 5 %Ckmboligaseaktivitat der PpBFD [Siegert,
2000; Polovnikovat al., 2003]. Die PpBFD hat zusatzlich an Position 281 Histidin, das
in der BjBFD nicht vorhanden ist, auch nicht in démgebung (+/- 40 Aminosauren). Ein
Austausch zu Alanin an der genannten Position @&FP fuhrt zu eine Verringerung der
Decarboxylaseaktivitat (35 U/mg, ca.13 % der ursglichen Aktivitat), jedoch nicht zu
einer Verringerung der Carboligaseaktivitat [Sieg@000; Polovnikoveet al., 2003]. Die
beim WT-Protein nur schwach vorhande®-Benzoin bildende Aktivitat (ca. 0, 25 U/mg)
wird jedoch um den Faktor 140 verstarkt [Sieged0.

Weitere Vergleiche auf der Basis von Erkenntnissen PpBFD sind mdglich, sollen hier
aber zunéachst nicht weiter ausgefuhrt werden Beelicksichtigung des Umstandes, dass die
BjBFD nicht l6slich exprimiert werden konnte (Abl2) und somit keine Daten zu

Aktivitaten der BjBFD vorliegen. Fur diese Vergleg& spricht sicherlich auf der einen Seite,
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dass z.B. fur die bisher bekannten PDC eine Koresemg der Position in der Primarsequenz
gekoppelt mit der Konservierung der Position in 8guktur beobachtet wurde [Konig, 1998;
Dorbitzschet al., 1998]. Auf der anderen Seite zeigte ein Verglaler aktiven Zentren der
beiden 2-Ketosauredecarboxylasen PpBFD und der RD<&Saccharomyces cerevisiae
(ScPDC), dass die beiden bereits beschriebenemndidrsiste H281 und H70 im aktiven
Zentrum der PpBFD die gleiche Position einnehmea mwei Histidinreste der ScPDC in
deren aktiven Zentrum. Auf Ebene der Primarseqefinden sich die Reste der ScPDC an
vollig anderen Positionen: 113 und 114 [Hassatoad., 1998].

Trotz groRer Differenzen in den Primarstrukturemrden auRerdem Ubereinstimmungen
innerhalb der Tertiar- und Quartérstrukturen ehteiwerden, wie sie fur die bereits erwahnten
Enzyme PpBFD, ScPDC und BAL beobachtet wurden [Mobkbret al., 2005, Dugglebt

al., 2006]. DieBjBFD konnte durchaus ein interessantes Carbajgatential besitzen. Ohne
I6sliches Protein konnte bisher jedoch noch nicdeggt werden, ob die BjBFD Uberhaupt
Benzoylformiat decarboxyliert, bzw. Gberhaupt aksiy

Man nimmt an, dass die Aggregation von rekombimanterotein im Cytoplasma des
Expressionswirtes zum einen durch eine hohe Koratiort von Faltungszwischenzustanden
verursacht wird, die Uber hydrophobe Bereiche mateder interagieren, und zum anderen
durch die Abwesenheit von Chaperonen, welche alsirigshelfer mit den hydrophoben
Bereichen der Polypeptidketten des zu faltendentefPr® interagieren [Sorensen &
Mortensen, 2005]. Eine bekannte Strategie, um diduBg von Proteinaggregaten zu
verhindern, ist das Absenken der Kultivierungsterapg der Uberexpressionskulturen
[Baneyx, 1999; Sorensen & Mortensen, 2005]. Auchdieser Arbeit wurde diese Taktik
verfolgt, fuhrte jedoch nicht zu loslichem Proteibiese Beobachtung fuhrt im Moment zu
der Annahme, dass die BJBFD fiir eine korrekte Fajtundglicherweise Faltungshelfer
bendtigt, eine Coexpression mit Chaperonen kodikmerGenen konnte zu loslichem Protein
fuhren. Ein weiterer denkbarer Ansatz ware die Egpion des Gens in einem sogenannten
Origami-Stamm (Novagen). Cysteine werden im Cytapla vonE. coli konstant durch zwei
Reduktasen reduziert gehalten, Disulfidbricken kdnso nicht ausgebildet werden. In den

Origami-Stdmmen sind die entsprechenden Gene dirkResen zerstort.
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4.2 Etablierung der Methode ITCHY fir die Rekombination nicht-homologer Gene

Die Methode ITCHY wird in der Literatur als Ansatorgestellt, welcher es ermdglicht,
Sequenzen unabhangig ihrer Ubereinstimmungen raitdigr zu rekombinieren [Ostermeier,
1999 a, b]. Die Methode sollte fir die ThDP-abhgegi Enzyme etabliert werden, die eine
Gruppe strukturhomologer Proteine bilden, welchdogh auf DNA-Ebene nur wenig
Ubereinstimmung zeigen. Die ThDP-abh&ngigen Pret8RD, PDC und BAL, welche eine
hohe Ubereinstimmung der Struktur besitzen [Mosbreh al., 2005], zeigen auf DNA-
Ebene eine Ubereinstimmung von weniger als 30 RgEst et al., 2005]. Kombiniert mit
dem klassischen DNA-Shuffling bildet ITCHY zudemrmdénsatz SCRATCHY [Lutzt al.,
2001a]. Die mittels ITCHY erstellten Hybridgene den dabei miteinander vermischt. Die
Methode ITCHY sollte zun&chst mit den korresporehden Genen der BAL und der PpBFD
etabliert werden. Beide Proteine arbeiten bei danb@ligation mit Benzaldehyd als Donor.
Bei erfolgreicher Etablierung sollten weitere ThiaBhéngige Enzyme, wie z.B die PDC,
hinzukommen.

Mit Anwendung der Methode ITCHY auf die beiden awghlten Sequenzen konnte keine
entsprechende Bibliothek von Hybridgenen erzeugtlere Die Analyse der Plasmid-DNA
dieser Klone zeigte zum einen eine Kontaminatiorcliduwie WT-Sequenzen. Zum anderen
waren Plasmide entstanden, welche offensichtlicls tdachstum auf den selektiven
Agarplatten ermdglichten, also die entsprechenddibitika-Resistenzkassette trugen,
jedoch nicht dem urspriinglichen Vektor pET28 eraispen. Die Testexpression dieser Klone
zeigte kein Produkt (3.2.1).

Sicherlich wurde in dem in dieser Arbeit verfolgtédmsatz die Ausgangssituation im
Vergleich zum Protokoll von Ostermeier & Lutz, 2008randert. Die beiden Autoren gingen
von einem Konstrukt aus, in dem die beiden zu rdkomrenden Gene hintereinander in
einem Vektor kloniert vorliegen. Um die Anwenduner dMethode universell zu gestalten,
wurde in dieser Arbeit mit den Sequenzen in zweiregamten Vektoren, jedoch Uber
identische Schnittstellen kloniert, gearbeitet (B.2Als Anregung fiir diesen Weg hatte ein
von Ostermeier 1999 verdffentlichtes Protokoll gedli in dem eine ITCHY-Bibliothek
ebenfalls ausgehend von zwei Konstrukten angeferiigden war [Ostermeiett al., 1999a].
Durch die veranderte Ausgangssituation ergab sighe everdnderte Abfolge der
durchzufiihrenden Schritte. Sicherlich kdnnte dies &Grund fir die nicht gelungene

Durchfuhrung sein, im Prinzip sollte der Erfolg dach jedoch nicht eingeschrankt sein.
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Die gewonnenen Erfahrungen bei der DurchfihrunghMiethode im Rahmen dieser Arbeit
fuhren zur Zeit eher zu der Vermutung, dass zunsiBel die zahlreichen Behandlungen der
DNA mit unterschiedlichen Enzymen (Restriktionsemaldeasen, Exonukleaselll, Mung-
Bohnen-Nuklease, Klenow Fragment, T4 Ligase) und wdotwendigen Umpufferungen
zwischen den Reaktionsschritten, um Reaktionen sibppen oder ideale Reaktions-
bedingungen fir das Folgeenzym zu schaffen, pradisoh sind. Bei jedem Schritt geht ein
Teil der zu Beginn eingesetzten DNA verloren, was Verkleinerung der Bibliothek fuhrt.
Ein sensitiver Schritt konnte zudem die zufalligess@mmenfihrung der verdauten Fragmente
sein, so dass es zum Zusammenfinden unterschiextack verdauter Sequenzen kommt, in
dem hier verfolgten Ansatz, sowie auch in dem vete@neier & Lutz, 2003 verdffentlichten
Protokoll. Wie es zu dem Zusammenschluss funkten&lasmide mit entsprechenden
Hybridgenen kommen kann, so kénnen sich genaussinmige” Plasmide zusammenfinden,
bei denen es dann auch nicht zur Bildung von Hgamen kommt (Abb. 25). Ein solcher
Vorgang wurde auch die in dieser Arbeit beobachtBlasmide (Abb. 15) erklaren.

—h—Q—@mm—

; Eeltsbhanglger Exolll-Verdau 2. Mung Bean Nuklease
Igation 3 Klenow/ dNTPs

- @ v 1. Restriktion

l 3. MungBean Nuklease ﬁ —‘—'—’m

l 1. Zeit-abhangiger Exolll-Verdau

4. Klenow/ dNTPs
1. Ligation
5. Ringschlu durch Ligation ¢

smEe

Abb. 25: Produkte der Methode ITCHY. Abfolge A zeigt den in dieser Arbeit durchgefiinrténsatz,
Abfolge B entspricht der von Lutz & Ostermeier 2088 6ffentlichten Anleitung. In beiden Fallen kaes bei
der Ligation der Fragmente zur Bildung von unervetmsn Konstrukten kommen. Diese sind rot markient.
Idealfall (griin) kommt es bei der zufalligen Ligatizu funktionellen Vektoren mit Insert. Im Falldhd die
markierten Produkte bereits geschlossene Vekidteben den dargestellten Dimeren ist zusatzlich Biltzing
von Polymeren mdglich.
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Trotz der eigentlich universell gedachten Anwenddiager Methode ist die Ubertragung auf
die gewahlten Sequenzen ThDP-abhangiger Enzymabafenicht mdglich. Sucht man in
der Literatur nach Publikationen mit Anwendung dreMethode, so findet man, dass seit
1999 mittels ITCHY, trotz methodischer Variationg¢bhutz et al., 2001b]), erst drei
unterschiedliche Bibliotheken erzeugt wurden [Qetgeret al., 1999a, b; Kawarasakt al.,
2003], was die schlechte Ubertragbarkeit auf anddésedie von diesen beiden Gruppen
verwendeten Gene unterstreicht.
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4.3 Erweiterung des Akzeptorspektrums der PpBFD duch fehlerhafte PCR

Die PpBFD katalysiert die Ligation von zwei Aldeleydzu chiralen 2-Hydroxyketonen. Das
Akzeptorsubstratspektrum der PpBFD ist dabei awdt&ldehyd beschrankt. Es ist zwar eine
schwache Katalyse der Benzoinsynthese beobachtelemowobei Benzaldehyd als Donor
und Akzeptor fungiert, diese ist aber im Verglermh Bildung des 2-Hydroxypropiophenons
(Donor: Benzaldehyd, Akzeptor: Acetaldehyd) zu eemiassigen [ldingt al., 2000]. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte eine Variante erzeugirden, welche Benzaldehyd mit
Dimethoxyacetaldehyd zumSEDMA-HPP verknipft. Als Ausgangspunkt sollte eine
Variante der PpBFD dienen. Die PpBFDL476Q besitzt\Mergleich zum Wildtyp-Protein
bereits eine 5x hohere Carboligaseaktivitat beztigler Bildung von)-2-HPP.

Die Methode der Wahl, um dieses Ziel zu erreiclvear, dabei die fehlerhafte PCR (epPCR)
des kompletten Gens, welches eine UntereinheitHibesotetramers PpBFD kodiert. Da die
Kristallstruktur der PpBFD vorliegt [Hass@hal., 1998; Polovinkovat al., 2003], ware auf
der Basis von Strukturmodellierungen sicherlichhaeim Ansatz rationalen Designs denkbar
gewesen. Fur die Zufallsmutagenese durch fehleria@R des kompletten Gens sprachen
aber zwei Grinde:

(1) Schon oft wurde beobachtet, dass Reste auBeikalaktiven Zentrums die katalytischen
Eigenschaften des Enzyms verdndern kénnen, wie dzieBEnantioselektivitat [Liebetoat

al., 2000] oder das Substratspektrum [Lingeal., 2003].

(2) Eingefuihrte Mutationen, ob rational oder zugglkénnen sich durchaus auch negativ auf
die katalytischen Eigenschaften des Proteins akewirBei der gerichteten Evolution, zu der
auch die fehlerhafte PCR gehort, entsteht eine z¥él von Varianten, welche mittels
Aktivitatstest, ob Screening oder Selektion, dusshgstert werden. Nur die Varianten, die
den im Test gewahlten Bedingungen entsprechen,enexdch identifiziert.

Bei der fehlerhaften PCR ist es wichtig, eine geeig Fehlerrate flir den Ansatz zu wahlen.
Besitzt das Enzym eine schwache promiskuitive Aféty welche verbessert werden soll,
reichen meist kleine Anderungen, d.h. nur wenigdationen [Aharongt al., 2005; Bloomet

al., 2005]. Zusatzlich wurde beobachtet, dass jedgitzlich eingefihrte Mutation zur
Inaktivierung von 30 — 40 % der bis dahin aktivblEbenen Enzyme fuhrt [Gue al.,
2004]. Auf der anderen Seite konnte gezeigt werddass auch hohe Fehlerraten zu
verbesserten oder vollig neuen Funktionen filhreac¢dlo & Gherardi, 1999; Daughenty
al., 2000; Drummondet al., 2005], dabei enthalten die so erstellten Bibk&en mehr

.einmalige” funktionelle Klone [Drummondet al., 2005]. Bei der in dieser Arbeit
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durchgefuhrten epPCR wurde die Fehlerrate auf I¥BnAsaureaustausche pro Untereinheit
eingestellt. Nach dem derzeitigen Wissensstand ltesteldie Erweiterung des
Akzeptorsubstratspektrums eher eine Optimierungreworhandenen Aktivitat dar, fur die

eine solche Anzahl an Austauschen ausreichen sollte

Das Durchmustern der erzeugten Bibliothek — Vor- ud Nachteile des Tests fur erhdhte

Carboligaseaktivitat

Zur Durchmusterung der Bibliothek wurde auf einemfsehen Farbassay zurtickgegriffen,
der bereits fur die Evolution der PpBFD bezuglien Brweiterung des Donorspektrums und
Losungsmittelstabilitat erfolgreich eingesetzt wardwar [Lingenet al., 2002, 2003]. Das
Produkt der Carboligationsreaktion reduziert datem Farbstoff TTC, es kommt zu einem
leicht zu detektierenden Farbumschlag von farblosot [Breueret al., 2002]. Der Farbassay
konnte problemlos an die in dieser Arbeit getestet®ubstrate Benzaldehyd und
Dimethoxyacetaldehyd angepasst werden (3.3.3).

Ein solcher Test als Screeningsystem sollte sclthetthzufiihren und automatisierbar sein
[Bornscheuer, 2004]. Normalerweise kdnnen mit Heliees einfachen Tests taglich 1.000 bis
10.000 Varianten automatisiert durchgemustert weléReetz, 2003]. Der in dieser Arbeit
verwendete Farbassay entspricht diesen Anfordenyngennte aber zum Zeitpunkt der
Durchfihrung der Arbeiten noch nicht automatisiggrden. Der Grund hierfiir lag in der
Natur der als Substrate eingesetzten flichtigereiiyde. Die Arbeiten sollten folglich unter
einem Abzug vorgenommen werden. Eine solche Appanatr fir den institutseigenen
Pipettierroboter zu dem Zeitpunkt noch nicht eirgjget. Da die Arbeiten komplett manuell
durchgefuhrt wurden, kam es zu der relativ niedrigenzahl durchmusteter Klone von
insgesamt 8.000. Fur Folgeprojekte ist jetzt alégrand einer entsprechenden Vorrichtung
eine Automatisierung des Prozesses maoglich.

Der Test unterscheidet nicht zwischen den versehnmien mdglichen Produkten der
Carboligaseaktivitat. Das gemischte Produkt DMA-H@Rvie Benzoin I6sen gleichermal3en
den Farbumschlag aus. Ebenso die beiden jeweildichég Enantiomere (3.3.3). Die im
Test positiven Varianten muissen anschlieBend eirganauen Analyse ihrer
Carboligaseaktivitat unterzogen werden. In diesebeA wurde daflr die Methode der
chiralen HPLC angewendet. Erst dann sind Aussaten Brodukt sowie Enantioselektivitat

maoglich.
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Bei der Durchmusterung der 8.000 Klone wurde eiogitye Variante, die Variante 55E4,

identifiziert. Die Variante 55E4 wurde im Vergleidur Ausgangsvariante L476Q auf ihre
katalytischen Eigenschaften getestet, sowie dieu&er des die 55E4 kodierenden Gens
analysiert, um so weitere Informationen zu den KdtmiFunktionsbeziehungen der BFD zu

gewinnen. Die Ergebnisse werden im Folgenden disttut

Die Variante 55E4 katalysiert die Reaktion zu 2-Hydoxy-3,3-dimethoxypropiophenon

Die positive Variante 55E4 zeigt bei der Analysetteis chiraler HPLC tats&chlich
Katalyseaktivitat fir das gemischte Produkt DMA-HBR kommt allerdings gleichzeitig zu
einer Verstarkung der Benzoinsynthese. Diese wmdhanicht durch den dreifachen
Uberschuss des eigentlichen Akzeptoraldehyds, démetboxyacetaldehyd, unterdriickt.
Dabei verlauft interessanterweise die Synthese enz@n hoch enantioselektiv, es wird ein
Uberschuss des)(-Enantiomers von bis zu 99 % erreicht. Die Katalgles DMA-HPP fiihrt
hingegen nur zu einem geringesvon etwa 10 % flr daf}-Enantiomer (3.5.3).

Die Katalyse des gemischten Produktes konnte dukgbitere Erhdéhung der
Dimethoxyacetaldehyd-Konzentration von 60 auf 500M nund Verringerung der
Benzaldehyd-Konzentration von 20 auf 5 mM im Veigjlezur Benzoinsynthese begunstigt
werden (3.5.2). Dabei kam die Katalyse der Benzmitheese zwar nicht vollig zum Erliegen,
nahm jedoch um ca. das 30fache ab. Der Umsatz eamsghten Produkt wurde unter diesen

Bedingungen nur um die Halfte verringert (Abb. 22).

Die Variante 55E4 zeigt die beiden zusatzlichen Amosaureaustausche A255G und
1260T

Die beiden Aminoséureaustausche A255G und 1260Tch&ein der Variante 55E4 im

Vergleich zur Ausgangsvariante L476Q zusatzlichaaden sind (Tab. 10), befinden sich in
der unmittelbaren Nahe des aktiven Zentrums, sewah in unmittelbarer Nahe zueinander,
nahe der in das aktive Zentrum hineinragenden Asdine H281 (Abb. 23). In beiden Féllen
kam es durch die Austausche zu Aminosauren mih&teiSeitenketten im Vergleich zu den
ursprunglichen Resten. Anhand der Struktur wirdeeribar, dass eine Beeinflussung der

Position H281 mdglich ist. Dinkelmamh al., 2002, konnte mit einer Variante der PpBFD,
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welche an Position 281 einen Austausch zu Alanfwias, erfolgreich dieR)-Enantiomere
gemischter Benzoine synthetisieren. Die Annahme ¢tiwghalb nahe, dass bei der
Screeningvariante 55E4 durch die kleineren Seitterkein der Nahe von H281 ein
vergleichbarer Effekt auftritt wie bei einem direkt Austausch des Histidins an Position 281
zu der kleineren Aminoséaure Alanin. Der Histidiriregicht in der Variante 55E4 vermutlich
aufgrund der Anderungen in der Umgebung aus deiweskZentrum zuriick, und es entsteht
daher mehr Platz fur sterisch anspruchsvolle Satestr

Die vergleichende Umsetzung von Benzaldehyd undeflioxyacetaldehyd mit der Variante
H281A und der Variante 55E4 zeigte ein sehr aheBcHJmsatzprofil bei einem
Substratverhaltnis von 1:3, also 20 mM Benzaldehydammen mit 60 mM Dimethoxy-
acetaldehyd (Tab. 14). Bei Erhdhung der Dimethogisdehydkonzentration auf 500 mM
und gleichzeitiger Verringerung der Benzaldehydlemtation auf 5 mM kam es bei der
Variante H281A zu einer starkeren Abnahme der Ati@ivm Vergleich zur Variante 55E4.
Die Ausbeute des DMA-HPP sank bei der Variante #28@n 0,35 mM auf 0,08 mM, die
Variante 55E4 zeigte im Ansatz 5 mM + 500 mM nodaleeAusbeute von 0,18 mM. Die
Ausbeute der Benzoinsynthese verringerte sich absmstark von 3,3 mM auf 0,08 mM, was
in etwa 1/3 der Ausbeute durch die Variante 558B&nuaiesen Bedingungen entspricht.

Die vergleichbaren Ergebnisse bei einem Substiadteis von 1:3 und den damit
verbundenen vergleichsweise niedrigen Aldehydkomaganen in den Ansétzen sprechen
fur die Annahme, es komme bei der Variante 55E4£inar Beeinflussung der Aminosaure
H281. Die starkere Inaktivierung der Variante H28tAVergleich zur Variante 55E4 kénnte
bedeuten, dass die direkte Verdnderung der Posiiih zu einer Destabilisierung des
Biokatalysators fuhrt, im Gegensatz zu der indeakBeeinflussung, wie sie fir die Variante
55E4 angenommen wird.

Da die beiden Varianten bei der Substratkonzeotra20 und 60 mM, mit der die Aldehyde
auch im Screening eingesetzt worden waren, dhnlitheetzungen zeigen, ist es im ersten
Moment verwunderlich, dass nicht auch die Varidh®#81A im Screening gefunden wurde.
Schaut man sich jedoch das Basentriplett an, weldhe Histidin an Position 281 kodiert, so
fallt auf, dass fur einen Austausch zu Alanin zBasenaustausche innerhalb dieses Codons
erfolgen missten. Ein solches Ereignis ist als tmséheinlich anzusehen. Aufgrund der
Degeneration des genetischen Codes kdnnen bei &h&rhaften PCR nicht fur alle
Aminosauren die entsprechenden kodierenden Tispéettjeder Position eingefihrt werden,
ein wichtiger Kritikpunkt dieser Methode [Eggettal., 2004]. In dem hier aufgetretenen Fall

zeigt sich aber, dass die Struktur des Biokatabysafjenug Raum fir Lésungen lasst, um
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bestimmte Effekte zu erreichen. Es wére dariibeausirinteressant zu wissen, ob sich die
Variante 55E4 unter Bedingungen wie z.B. hohen Teratpren als stabiler erweist. Ist das
der Fall, so konnte man dieses Ergebnis auch besatxan des rationalen Designs
berticksichtigen, indem neben den direkten Austarsafiteressanter Aminosauren auch die

Veréanderung der Umgebung mit einbezogen wird als Art ,sanfter” Optimierung.

Der Austausch A255G fihrt allein zu den dem verandéen Akzeptorsubstratspektrum
der Variante 55E4

Die biokatalytischen Eigenschaften der Variante &5&erden, wie oben diskutiert,
vermutlich durch eine indirekt beeinflusste Positeerdnderung der Aminosaure H281
verursacht. Eine Sattigungsmutagenese an beidémdemten Positionen 255 und 260 kann
weitere Aussagen Uber die spezifischen Einflisseetlezelnen Austausche ermoéglichen.
Dazu wurden alle Aminoséuren an den entsprechedsitionen eingefuhrt.

Bei Erstellung der beiden Sattigungsbanken flurAadienosaurepositionen 255 und 260 wurde
die Methode der ,overlap-extension“-PCR angewerorgescuet al., 2003]. Da die
beiden zu séttigenden Positionen sich in der Semmitte des Gens befinden, eignet sich
diese Methode hier besonders gut. Fur die Mutagemesden Oligonukleotide eingesetzt,
die an den zu sattigenden Positionen das ZufgllsttiNNS kodierten (N = alle Basen; S =
Guanosin (G) oder Cytosin (C)). Durch diese Ein&ckung mdoglicher Kombinationen
halbiert sich die Zahl der theoretisch moglichem@ts von 64 auf 32. Eine geringere Anzahl
von Klonen muss durchgemustert werden, und trotzdieh alle 20 Aminosauren kodiert.
Ein mdgliches Problem der Sattigungsmutagenesebteigich aus der Tatsache, dass
Oligonukleotide, welche keine Watson-Crick Basenpagen mit dem urspriinglichen Codon
ausbilden, eine geringere Hybridisierungseffizia®gen [Airaksinen & Hovi, 1998]. Es
kénnte sich also eine Bevorzugung der originalekl®atide des untersuchten Basentripletts
ergeben. Durch das Einsetzen der 10fachen Anzaglichér Varianten im Farbassay, hier
jeweils 200 Klone, sollten dennoch alle méglichemiAosédureaustausche getestet worden
sein. Von den fertigen Sattigungsbanken wurden ralefde jeweils drei Klone sequenziert —
keiner dieser insgesamt sechs Klone kodierte an el@sprechenden Positionen die
ursprungliche Aminosaure. Fur eine sehr gute Qualder Sattigungsbanken sprach
aulRerdem, dass von jeweils 10 zufallig ausgesudfitaren bei einer Testrestriktion alle das

entsprechende Insert trugen (3.7.1). Die jeweil® Rlone der beiden Sattigungsbanken
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wurden mit Hilfe des weiter oben bereits diskugartFarbassays auf Carboligaseaktivitat
durchgemustert.

Positive Klone wurden nur bei der Durchmusterung 8attigungsbank der Position 255
gefunden (3.7.2). Diese Beobachtung spricht furAfieahme, dass fur die Veranderungen
der katalytischen Eigenschaften im Vergleich zusgangsvariante L476Q der Austausch an
Position 255 allein ausreichend ist. Sechs Klone ertiohter Carboligaseaktivitat wurden

unter den 200 getesteten identifiziert. Die Seqieeorg der korrespondierenden DNA

zeigte, dass alle Klone den gleichen Austauschetrugie die durch fehlerhafte PCR

generierte Variante 55E4: das zuvor an diesereSkaltlierte Alanin war durch ein Glycin

ersetzt worden (Abb. 24). Offensichtlich kommt es dem erweiterten Akzeptorsubstrat-
spektrum nur bei einer Verkleinerung der Seitemkedih Position 255. Eine solche

Verkleinerung kann ausgehend von Alanin nur durohGdycin erreicht werden.

Die Enantioselektivitat der Benzoinsynthese der Vaante 55E4 nimmt mit steigenden

Aldehydkonzentrationen ab

Die eingangs bereits dargestellte Abnahme der Rtadsbeute bei dem Wechsel von den
Ansatzen mit niedriger Aldehydkonzentration (20 mMNenzaldehyd, 60 mM
Dimethoxyacetaldehyd) zu den Ansatzen mit hoher eWdkonzentration (5 mM
Benzaldehyd, 500 mM Dimethoxyacetaldehyd) der \faeab5E4 ist zusatzlich von einer
Abnahme der Enantioselektivitat der Benzoinsyntheesgeitet. Die geringe Selektivitat von
ca. 10 % fur dasR)-Enantiomer der Synthese des DMA-HPP anderte lsiichegen nicht
(Tab. 13).

Iding et al., 2000, hatten in ihren Studien zur PpBFD beolmchiss die Enantioselektivitat
der Reaktion zu §-2-HPP u.a. von der Benzaldehydkonzentration inmsadn abhangt.
Untersucht wurde die Konzentrationsspanne von @ mBl Benzaldehyd, dese nahm dabei
von 95 % auf etwa 85 % ab. Die Konzentration debs8ates Acetaldehyd hatte keinen
Einfluss auf die Enantioselektivitat der Reaktidsm die Ursache der in dieser Arbeit
beobachteten Verringerung der Stereoselektivitat &enzoinsynthese eindeutig zu
bestimmen, wurden auf3er den gemischten AnsatzerDméthoxyacetaldehyd zuséatzlich
zum Benzaldehyd auch Ansatze mit Benzaldehyd Em@em Substrat (5 mM und 20 mM)
ausgewertet. Deee fur das Produkt R)-Benzoin nimmt bei Benzaldehyd als alleinigem

Substrat nur geringfligig ab, von 99 % auf 97 %.eiher starken Abnahme der Selektivitéat
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kommt es erst durch die Zugabe von Dimethoxyacelsid. Durch Zugabe von 60 mM
dieses Substrates zu 20 mM Benzaldehyd sinkt deoe&7 % auf 88 %, bei Zugabe von
500 mM zu 5 mM Benzaldehyd liegt der ee nur nodlvb6&%. Die Ausgangsvariante L476Q
hingegen zeigt keine Beeinflussung der Enantiosglgk. Allerdings ist die Benzoinbildung

durch dieses Enzym insgesamt so gering, dass ewAigderungen moglicherweise
messtechnisch nicht erfassbar sind (Tab. 13).

Iding et al., 2000, erklarten die Abnahme der chiralen Induktder 2-HPP Synthese in
Abhangigkeit von der Benzaldehydkonzentration adhegines Modells des aktiven Zentrums,
welches in der Einleitung vorgestellt wurde (1.3.Die in dieser Arbeit beobachtete
Abnahme der Selektivitat der Benzoinsynthese, dasgdurch Dimethoxyacetaldehyd, kann
anhand dieses Modells nicht erklart werden. Zunsgitie einzige mogliche Erklarung eine
Destabilisierung des Biokatalysators in Gegenwarbheln Konzentrationen des

Dimethoxyacetaldehyds.

Die von der 55E4 katalysierte Synthese zum gemisem Produkt DMA-HPP ist nicht

stereoselektiv

Die PpBFD ist ein enantioselektives Enzym. Bei Katalyse der Reaktion zu 2-HPP wird
das §-Enantiomer mit einenee von bis zu 95 % gebildet. Die, wenn auch schwache,
Synthese vonR)-Benzoin erreicht eineee von 99 % [Idinget al., 2000].

Die Variante 55E4 zeigt bei der Synthese zu Beneaie unverandert hohe Selektivitat fur
das R)-Enantiomer. Das gemischte Produkt DMA-HPP hingegggd mit einem geringem
Uberschuss deR}-Enantiomers von ~ 10 % produziert (3.5.3). Wisdsiliese Unterschiede
zu erklaren?

In der Einleitung ist ein Modell vorgestellt word€h.3.2), welches die Unterschiede der
Enantioselektivitaten fur die Produkte 2-HPP unahZ&en erklaren kann [Idingt al., 2000].
Dieses Modell wurde vor kurzem von Knetl al., 2006, durch neue Erkenntnisse erganzt,
welche durch einen Strukturvergleich der BFD und &AL mit den Substraten der
entsprechenden Carboligationsreaktionen. Bei didgewtell wird davon ausgegangen, dass
Benzaldehyd, welcher das Donorsubstrat darstetlt demit an den Cofaktor zum aktiven
Aldehyd gebunden wird, in einer bestimmten Oriegntig am ThDP gebunden vorliegt:
coplanar zum Thiazolring des Cofaktors. Diese amm@ Anordnung wird aufgrund der

Mesomeriestabilisierung als die favorisierte im Mibdingesehen. Durch den Benzaldehyd
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wird unter dieser Bedingung ein Teil des aktivemtdigms ,abgeschirmt® und ist fur den
Akzeptor nicht zuganglich. Fur den Akzeptoraldelgilit es unter dieser Vorraussetzung
zwei Moglichkeiten, sich im aktiven Zentrum anzuwed. Eine Rolle bei dieser
Positionierung spielt die Grof3e des Akzeptoraldshytholl et al., 2006, konnten in ihrem
Modell die Kkleine Bindetasche bestatigen, die, viereits von Idinget al., 2000,
angenommen, bei der Bildung voB8)-@-HPP die Seitenkette des Acetaldehyd aufnimmt.
Benzaldehyd als Akzeptoraldehyd ist fiir diese Tasah grol3, das Substrat ist gezwungen,
eine andere Ausrichtung zum Donor einzunehmen, magR)-Benzoin als Produkt der
Carboligasereaktion fuhrt (Abb. 26). Fir die Akamph gibt es folglich zwei
Orientierungsmoglichkeiten im aktiven Zentrum, wec ausschlaggebend fur die
Stereoselektivitat des entstehenden Produktes sind.

(S)-2-HPP (R)-Benzoin
BFD H281 BFD H281

Abb. 26: BFD katalysierte Reaktion zu den ProduktenS)-HPP und (R)-Benzoin. Dargestellt ist das aktive
Zentrum der BFD. Dieses liegt am Ende eines Sulaimals, welcher seitlich aufgeschnitten abgebilsteBei

der Carboligation der Substrate Benzaldehyd undat@ehyd kommt es aufgrund einer kleinen Bindetasoh
Cofaktorndhe im aktiven Zentrum der BFD zur Bildudes §-Enantiomers des gemischten Produktes 2-HPP.
Dient Benzaldehyd als Akzeptor, wird aufgrund darsAchtung im aktiven Zentrum der beiden Substrate
zueinander dasRj-Enantiomer gebildet. Die Aminosaure H281 reichit deer dargestellten Sichtweise von oben
in den Substratkanal, bzw. das aktive Zentrum hirfenodifiziert nach Knolkt al., 2006].

In den Untersuchungen von Knal al., 2006, wird die diskutierte Aminoséaure H281A als
Bestandteil des aktiven Zentrums beschrieben, dee RBindestelle des Donor- und
Akzeptoraldehyds beeinflusst, allerdings die Bitelds welche fir Benzaldehyd als
Akzeptor in Frage kommt, nicht hingegen die Bindeke, welche Acetaldehyd bei der
Synthese zu §)-2-HPP aufnimmt (Abb. 26). Anhand des Modells tésish folglich die
erhohte Aktivitat der R)-Benzoinbildung erklaren, nicht aber die Synthelss beiden
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Enantiomere des DMA-HPP. Folgende Mdglichkeiten kamn fir die Bildung der beiden
Enantiomere des DMA-HPP in Frage.

(1) Bleibt man bei der Annahme, dass Benzaldehydahor coplanar zum Thiazolring des
Thiamindiphosphats angeordnet ist, welche das biebeme Modell der zwei Bindestellen
des Akzeptors stitzt, so gibt es fir die Beobaahtlar Bildung beider Enantiomere nur eine
Erklarung: Die Bindetasche, welche die Bildung ¢{8s2-HPP ermdglicht, muss nun auch
Dimethoxyacetaldehyd aufnehmen konnen. Das wirdeehe dass durch die Veranderung
der Position 281 auch dieser Teil des aktiven Zem$r beeinflusst wird. Die in etwa
vergleichbare Menge de$S){ und R)- Enantiomers kdnnte dadurch zustande kommen, dass
keine Praferenz des Substrates fir eine der béiderdnungen, beispielsweise aufgrund von
Wechselwirkungen mit der Proteinumgebung, besteht.

(2) Die in dem Modell angenommene coplanare Stglldes Donors Benzaldehyd zum
Cofaktor, welche, wie bereits erwahnt, aufgrund Seabilitat dieser Anordnung favorisiert
werden soll, ist zwar die stabilste, aber nicht diazig denkbare. In anderen ThDP-
abhangigen Enzymen, in denen ein aliphatischer Danalas Thiamindiphosphat bindet, ist
eine solche Mesomeriestabilisierung von vornehem@&ht gegeben, trotzdem kommt es oft
zur enantioselektiven Synthese des jeweiligen Fatedu Wird der Benzaldehyd nicht
coplanar, sondern in einem Winkel relativ zum Thlagnring gebunden, so kdnnten sich fir
den Akzeptor zu den oben genannten weitere zud@tmiogliche Positionen relativ zum
aktivierten Aldehyd ergeben. Wahrend fur Acetaldelund Benzaldehyd als Akzeptoren
optimale Bindetaschen bestehen, welche gleichzeitigeiner optimalen Ausrichtung der
Substrate zum Donoraldehyd Benzaldehyd fiihrent degser in der ringstabilisierten Form
vor, so kdnnte es zu einer optimalen Stellung desebhoxyacetaldehyds zum Donoraldehyd
nur dann kommen, wenn dieser nicht coplanar vdrlisgdem Moment wirden dann Teile
des aktiven Zentrums frei, die vorher durch dernvadten Aldehyd nicht zugénglich waren,
die es dem Substrat Dimethoxyacetaldehyd moglichcher sich gegeniber dem
Donoraldehyd so anzuordnen, dass es zu einer arg&bmmen kann. Dabei waren dann
beide Anordnungen des Carbonylkohlenstoffs zumvigkten Aldehyd [Idinget al., 2000],
die zum §- und auch die zur Bildung deR)¢ Enantiomers fiihren, mdglich. Ob auf die
beschriebene Weise tatséchlich der Dimethoxyaaigttl im aktiven Zentrum der Variante
55E4 oder auch H281A geniigend Platz findet, musdearStruktur des aktiven Zentrums
noch nachvollzogen werden.

Dass beide vorgestellten Moglichkeiten bei der Kataparallel existieren, ist auch denkbar.
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Eine (S) — selektive Variante der BFD durch einzelne Punkhutationen ist nicht moglich

Die diskutierten Grunde fur die nicht-stereoselektKatalyse der Variante 55E4 zum 2-
Hydroxy-3,3-propiophenon werfen die Frage auf, ote €5)-selektive Variante der PpBFD
mit erweitertem Substratspektrum Uberhaupt denisbar

Schon vor Beginn des Projektes der fehlerhaften R@Raufgrund der Kristallstruktur der
PpBFD die Existenz der Bindetasche fir Acetaldehydiche die Synthese deS)-HPP
erlauben sollte, bekannt. Als AS-Reste, welcheediiadetasche in ihrer Grol3e beeinflussen
kénnten, waren ein Leucin an Position 110 sowieGytin an Position 25 benannt worden.
Der Austausch von Leucin zu Alanin fihrte zum Akétsverlust bei der Decarboxylase-
reaktion. Die Carboligaseaktivitat blieb unbeeisfity die erzeugte Variante zeigte jedoch
kein erweitertes Akzeptorspektrum. Ein Austausch @dycins an Position 25 zu Alanin
fuhrte zu einem fast vollstandigen Verlust beidektivitaten [Siegert, 2000]. Bei dieser
Proteinregion handelt es sich anscheinend um eaesiblen Bereich des aktiven Zentrums,
was die in beiden Fallen starke Abnahme der Decataseaktivitat zeigte. Diese Ergebnisse
beeinflussten auch die Entscheidung eine Optimgeruer PpBFD bezlglich des
Akzeptorsubstratspektrums mittels einer fehlermaf®&CR zu erreichen, in der Hoffnung,
durch weiter entfernte Positionen diesen sensiBlereich indirekt beeinflussen zu kénnen.
Durch Modellierung der Substrate d&-6elektiven Katalyse, Benzaldeyd mit Acetaldehyd,
in das aktive Zentrum der PpBFD konnten Knallal., 2006, weitere Reste als Teile der
Bindetasche identifizieren: P24 und S26, und L46Xinem vor kurzem gestarteten Projekt
werden die genannten Positionen mittels Mutagehedies untersucht [Gocke & Pohl,
2006]. Die Alanin-Variante der Position 461 wurderdits untersucht und zeigte einen
Aktivitatsverlust bei der Decarboxylierung als aueh der Carboligation. Diese Beobachtung
bestétigt die Annahme, dass es sich bei der bedeméen Proteinregion um einen katalytisch
wichtigen Bereich handelt, der empfindlich auf \fetérungen reagiert. Die Mutagenese der
Position 110, welche keinen Aktivitatsverlust bdiiilg der Carboligation zur Folge hatte,
gleichzeitig aber auch nicht zu einem erweitertekzefptorspektrum fuhrte, lasst jedoch
vermuten, dass einzelne Punktmutationen nicht e, um die Zielreaktion zuganglich
machen zu kodnnen. Interessanterweise zeigen beigdeannten Positionen beide in 4.1
betrachteten neuen BFD, PaBFD und auch die BjBFiB, gleichen Aminosaurereste
(Abb. 10).

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zeigi&eaem, dass bei der Erzeugung einer

(9-selektiven Variante nicht nur die besprochenedBiasche berticksichtigt werden muss.
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Diese ist namlich nur zuganglich Gber einen Berélies aktiven Zentrums, welcher selbst als
Bindestelle fur Substrate dienen kann. Durch diesitmierung von Donor- und
Akzeptorsubstrat zueinander kommt es dann Russélektiven Katalyse (Abb. 26). Um eine
(9-selektive Variante zu erhalten, muss entweder hilsherige Acetaldehyd-Binderegion
optimal an Dimethoxyacetaldehyd angepasst werdeey die vorgelagerte Binderegion
vergleichsweise schlecht, was nicht nur die Gro&eTadschen sondern z.B. auch mdgliche
Interaktionen der die Tasche ausbildenden Amin@séste mit dem Substrat betrifft. Auch

diese Situation ist Uiber einzelne Punktmutationentrerreichbar.

4.4 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden neue BFD idenidfit und beziglich der Substratspektren
charakterisiert, sowie die bekannte PpBFD durclefbafte PCR mutagenisiert und die so
erzeugte Mutantenbank auf Varianten mit erweitertdkzeptorspektrum flir eineS)|-
selektive Katalyse der Carboligasereaktion durchggtent. Die bei den Auswertungen
gewonnenen und diskutierten Erkenntnisse dieselebeAnsatze fiihren zu der Uberzeugung,
dass fur eine §)-selektive BFD mit erweitertem Akzeptorsubstratdpen groliere
strukturelle Veranderungen erforderlich sind als i B. durch das Einfihren einzelner
Austausche erreicht werden kénnen. Denkbar ware diee Mutagenisierung bestimmter
Bereiche des aktiven Zentrums oder in der NahesdiRggion durch Kassettenmutagenese.
Von Reetzet al. wurde z.B. 2005 der Ansatz CASTingpihbinatorial active-site saturation
test) vorgestellt. Dabei werden Uber die 3D-Struktus de optimierenden Biokatalysators
gezielt Kombinationen von 2-3 Aminosaureresten en Néhe der Bindetasche identifiziert,
welche nah genug beieinander liegen, um eine p&ralbattigungsmutagenese Uber ein
entsprechendes degeneriertes Oligonukleotid duféhzn. Die erstellten Banken werden
zunachst einzeln getestet. Positive Varianten kdnaks Startpunkt flr einen weiteren
Durchlauf dienen, wobei diesmal eine andere Regiutisprechend mutagenisiert wird. Die
Austausche der einzelnen positiven Varianten koredggr auch in einer Variante vereint
werden Uber ortsgerichtete Mutagenese [Rektal., 2006]. In beiden Féllen gelang es
Varianten dePseudomonas aeruginosa Lipase zu generieren, welche sterisch anspruclesvol
Substrate im Vergleich zum Wildtyp hydrolysieremhkten.

Dieser Ansatz stellt eine mdgliche Perspektive fiie Optimierung der PpBFD dar.

Vorteilhaft ware hier auch, dass so die Struktug dktiven Zentrums berlcksichtigt werden
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konnte, welche zwei Bindestellen fiir den Akzeptoraldehyd ermoglicht, wobei aber nur eine
zur (S)-selektiven Katalyse fiihrt.

Die Expression der BjBFD und die Untersuchung der katalytischen Eigenschaften stellen
einen wichtigen néchsten Schritt dar, um das Bild der BFD zu ergédnzen. Die BjBFD zeigt
groBBere Differenzen zur bekannten PpBFD und auch zur neuen PaBFD, die wie die PpBFD
fiir die Reaktion der Carboligation Dimethoxyacetaldehyd nicht als Akzeptor umsetzt. Die
unter 4.3 diskutierten Aminosdurereste finden sich in der BjBFD jedoch z.T. an gleicher
Position in der Primérstruktur. Durch Untersuchungen zur Carboligaseaktivitit der BjBFD
konnten weitere Aussagen liber diese Region und ihre Bedeutung fiir die Aktivitit und
Enantioselektivitit gewonnen werden. Moglicherweise verbirgt sich hinter diesem Enzym
bereits der gesuchte Biokatalysator. Ist die nicht der Fall, so tragen die gewonnen Ergebnisse
auf jeden Fall zur fokussierten Durchfiithrung der oben genannten Ansétze zur Evolvierung
der PpBFD bei. Unter 4.1 sind bereits Vorschlidge fiir eine optimierte Expression der BjBFD

gemacht, welche eine gute Aussicht auf Erfolg haben.
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5. Zusammenfassung

Die Benzoylformiatdecarboxylase aus Pseudomonas putida (PpBFD) ist ein wertvoller
Katalysator fur die Synthese von chiralen 2-Hydroxyketonen. Dabei zeigt die PpBFD eine
(S)-Selektivitat gegeniiber Acetaldehyd als Akzeptor und nimmt damit eine Sonderstellung
unter den fur diese Verbindungsart eingesetzten Biokatalysatoren ein [Pohl et al., 2002,
2004]. Durch die Untersuchung neuer BFDs, welche in Datenbanken ber Sequenzvergleiche
identifiziert wurden, sowie tber Mutagenesestudien durch Zufallsmutagense der bekannten
PpBFD konnten neue Erkenntnisse zu dieser Enzymklasse gewonnen werden.

1) Identifizierung und Charakterisierung neuer Benzoylformiatdecarboxlyasen

Zwei neue BFD-kodierende Gene konnten aus den Organismen Pseudomonas aeruginosa und
Bradyrhizobium japonicum isoliert und in E. coli exprimiert werden. Die BFD aus P.
aeruginosa (PaBFD) konnte erfolgreich chromatographisch gereinigt werden und steht nun in
ausreichender Menge fiir weitere Untersuchungen zur Verfiigung. Die hohe Ubereinstimmung
der Primarstruktur spiegelt sich auch in den katalysierten Reaktionen der PaBFD und der
bekannten PpBFD wieder. Fir die PaBFD konnten in dieser Arbeit Dbereits
Decarboxylaseaktivitat als auch Carboligaseaktivitat nachgewiesen werden. Dabei zeigte das
Enzym bei der Carboligasereaktion zu (S)-2-HPP eine niedrigere Stereoselektivitat als die
PpBFD, obwohl beide Biokatalysatoren auf Ebene der Primarstruktur in allen fur diese
Reaktion wichtigen Aminosédureresten bereinstimmen. Weiterfuhrende Untersuchungen der
beiden Biokatalysatoren im Vergleich zueinander kénnten dazu beitragen, die (S)-selektive

Katalyse zu 2-Hydroxyketonen mit erweitertem Akzeptorspektrum zu ermdglichen.

2) Evolution der PpBFD

Bei der Evolvierung der PpBFD durch fehlerhafte PCR wurde von der Variante L476Q
ausgegangen, welche im Vergleich zum Wildtyp-Protein bereits eine erhéhte
Carboligaseaktivitat zeigt. Fir die Durchmusterung der generierten Bank konnte ein
Screeningsystem, basierend auf einem einfachen Farbassay, etabliert werden. Mit Hilfe dieses
Assays konnten die erzeugten Varianten auf Carboligaseaktivitdit mit den Substraten
Benzaldehyd als Donor und Dimethoxyacetaldehyd als Akzeptor Uberpriift werden. Eine
Variante konnte identifiziert werden, welche die gewinschte Reaktion zum 2-Hydroxy-3,3-
dimethoxypropiophenon katalysiert, dabei wurden (S)- und (R)-Enantiomer in anndhernd
gleichen Mengen gebildet. Durch eine Mutagenesestudien in Form einer S&ttigungs-
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mutagenese und Strukturanalysen konnte der Grund fiir diese Beobachtung auf struktureller
Ebene herausgearbeitet werden. Mit dem gewonnenen Wissen sollte es in naher Zukunft
maoglich sein, Uber darauf aufbauende zielgerichtete Mutageneseansatze eine (S)-selektive

Variante der PpBFD mit erweitertem Akzeptorsubstratspektrum zu generieren.
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6. Summary

Benzoylformate decarboxylase from Pseudomonas putida (PpBFD) is a valuable catalyst for
the synthesis of chiral 2-hydroxy ketones. PpBFD shows a selectivity for the (S)-enantiomer
with acetaldehyde being the acceptor in the carboligase reaction and therefore possesses an
exceptional position amongst the biocatalysts being used for the synthesis of chiral 2-hydroxy
ketones [Pohl et al., 2002, 2004]. Through the investigation of new BFDs identified by
sequence alignments in data base mining and by mutagenesis studies on PpBFD using random

mutagenesis the knowledge base of this enzyme class could be expanded.

1) Identification and characterisation of new benzoylformate decarboxylases

Two novel BFD-encoding genes from Pseudomonas aeruginosa and Bradyrhizobium
japonicum were isolated and expressed in E. coli. The enzyme BFD of Pseudomonas
aeruginosa (PaBFD) was purified using metal chelate affinity chromatography and is now
available in sufficient amounts for further investigations. The high consistency of both
PpBFD and PaBFD in their primary structure was also found in the reactions catalysed. In this
thesis it was shown that PaBFD both has decarboxylase and carboligase activity. Regarding
the carboligase activity to (S)-HPP the PaBFD showed a lower stereoselectivity than PpBFD
although both enzymes show no differences on the primary structure in the important amino
acid residues. Further investigations of both biocatalysts and their similarities and differences
could potentially lead to the creation of a variant with an expanded acceptor spectrum for a

(S)-selective catalysis of 2-hydroxy ketones.

2) Directed evolution of PpBFD

For the evolution of PpBFD using error prone PCR the variant L476Q was chosen, which
already possesses a higher carboligase activity in comparison to the wild type protein. For the
screening of the created library a system using a simple colour assay was established. This
assay allowed for the screening of the created variants for carboligase activity with
benzaldehyde serving as donor substrate and dimethoxy acetaldehyde serving as acceptor
substrate. A variant was identified, which catalyses the production of 2-hydroxy-3,3-
dimethoxypropiophenone with equal amounts of the (S)- and (R)-enantiomers being produced.
Using a saturation mutagenesis and structural analysis the reason for this observation was
found on the structural level. Based on the thereby gained knowledge it should be possible
using target-oriented mutagenesis experiments to generate an (S)-selective variant of PpBFD

with a broadened acceptor substrate spectrum in the near future.
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8. Anhang

mdIC (P. aeruginosa)

T
e LR e O DL

:2f2;2;2f2f2?2?2f2ftftf2f2?2?2f2ftftf2f2?2?2f2ftftf2f2?2?2f2ftftftftftf:i;i;;;;:t:tft+ﬁﬁn. P ET_P aBFD
. i (7033bp)
P;, RBS Ndel Hindill 6xHis
pET_BjBFD
mdIC (B. japonicum) (7108bp)

Hindlll

Ndel

Abb. 27: Karte der rekombinanten Plasmide pET _PaBFD und pET BjBFD. Es wurden folgende
Abkiirzungen verwendet: PT7: T7-Promotor; RBS: Ribosomenbindestelle; 6xHis: His-Tag kodierender Bereich;
AmpR: Ampicillinresistenzgen; ori: Origin.
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Ncol Xhol

pPET_BAL-Ncol
(6923bp)

Prz RBS

6xHis

P
.............................. .
S S e

PET_PpBFDL476Q
(6833bp)

Ncol HindllI

ol / Hindlll

Insert

“'Nco

Abb. 28: Karte der rekombinanten Plasmide pET_BAL-Ncol und pET_PpBFDL476Q. Es wurden folgende
Abkurzungen verwendet: PT7: T7-Promotor; RBS: Ribosomenbindestelle; 6xHis: His-Tag kodierender Bereich;
AmpR: Ampicilinresistenzgen; ori: Origin. Das rekombinante Plasmid pET_BFD-Apal wurde analog
PET_BAL-Ncol estellt und das rekombinante Plasmid pET_PpBFD55E4 analog pET_PpBFDL476Q.
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