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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Enzyme spielen eine zentrale Rolle im Stoffwechsel aller lebenden Organismen, wo sie
chemische Reaktionen mit hoher Effizienz unter physiologischen Bedingungen katalysieren.
Im Zuge des wachsenden Bewusstseins der heutigen Gesellschaft fiir Klima-, Umwelt- und
Ressourcenschutz und der Entwicklung der so genannten ,,sanften Chemie* steigt heutzutage
die Nachfrage nach solchen unschidlichen und dabei effizienten Katalysatoren. Enzyme
erfiillen zwar diese Anforderungen, die Zahl ihrer derzeit bekannten und nutzbaren Vertreter
deckt jedoch ldngst nicht den gegenwirtigen Bedarf. Die Forschung nach neuen und
optimierten Biokatalysatoren ist daher eine der wesentlichen Herausforderungen der
modernen Biotechnologie.

Losungsansitze bestehen zum FEinen darin, bislang unbekannte Enzyme - etwa durch
Screening des Metagenoms (SCHMEISSER ef al., 2007; DREPPER et al., 2006) - aus noch
unerschlossenen Quellen der Natur zu gewinnen, andererseits aber die Eigenschaften bereits
bekannter Enzyme durch Methoden des Protein Engineering so zu verdandern, dass sie die an
sie gestellten Anforderungen erfiillen. Die Methodik dazu hat sich in den letzten Jahren stark
entwickelt (COWARD-KELLY & CHEN, 2007; KAUR & SHARMA, 2006; HIBBERT & DALBY,
2005). Aufgrund ihrer vielseitigen Anwendungsmoglichkeiten spielen dabei die Lipasen eine
bedeutende Rolle. Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick iiber den Stand der Forschung auf

diesem Gebiet unter besonderer Beriicksichtigung dieser Enzymgruppe gegeben werden.

1.1.  Bedeutung der modernen Biokatalyse - Forschung und Anwendungen

Der Begrift ,,Biokatalysator* bezeichnet heute zumeist Enzyme die entweder als solche oder
in Form ganzer Zellen fiir chemische und biologische Stoffumsétze genutzt werden. Zwar
fallen auch Ribozyme und katalytische Antikorper unter diesen Begriff, haben in der Praxis
aber bislang kaum Bedeutung, da ihre katalytischen Aktivititen bislang noch weit hinter
denen der Enzyme und chemischen Katalysatoren zuriickbleiben (HILVERT, 2000).

Entdeckt wurden Biokatalysatoren bereits kurz nach den ersten Beschreibungen chemischer
Katalyse-Phidnomene. Der russische Chemiker G. S. KIRCHHOFF beschrieb 1811 die
Umwandlung von Stdrke in Zucker durch Kochen mit Salzsdure, wobei letztere sich nicht
verbrauchte. Einige Jahre spiter, 1833, entdeckten die franzosischen Chemiker ANSELME
PAYEN und JEAN-FRANCOIS PERSOZ, dass sich dieselbe Reaktion sehr viel schneller und ohne

Kochen durchfiihren lie3, wenn statt Salzsdure einen Stoff benutzten, den sie aus keimender
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Gerste gewonnen hatten. Dieser Stoff, den sie ,,Diastase” nannten, war das erste bekannte
Enzym (PAYEN & PERSOZz, 1833), und wird noch heute unter dem Namen a-Amylase in
groBem Malstab in der Papierindustrie verwendet. Aufgrund dieser Entdeckungen
formulierte JONS JACOB BERZELIUS 1835 den Begriff der Katalyse und erkannte die
universelle Bedeutung dieses Phdnomens:
»Wir bekommen begriindeten Anlass zu vermuten, dass in lebenden Pflanzen und
Tieren tausende von katalytischen Prozessen zwischen den Geweben und
Fliissigkeiten vor sich gehen.* (BERZELIUS, 1836).
Dennoch entwickelten sich die Forschungen auf chemischer und biologischer Seite zunichst
getrennt, da die Enzyme experimentell nicht ausreichend zugénglich waren. Seit Entwicklung
der rekombinanten DNA-Technologie, wurde diese Hiirde weitgehend {iberwunden.
Heute kennt man einige tausende Enzyme unterschiedlicher Funktion von denen es wiederum,
Organismen-spezifisch, zahlreiche Varianten gibt (SCHMID, R. D., 2006). Von technischer
Bedeutung sind davon bislang jedoch noch relativ wenige, da ca. ein Drittel mit Membranen
assoziiert und in isolierter Form wenig stabil ist. Viele andere wie Transferasen, Ligasen oder
Synthasen bendtigen dariiber hinaus Cofaktoren wie NADH, ATP oder Coenzym A, die
kostspielig sind und daher den industriellen Einsatz dieser Enzyme erschweren (SCHMID, A.
et al., 2001). Dennoch wichst das Interesse an diesen Werkzeugen stetig.
In den letzten 20 Jahren erfuhr die Biotechnologie einen rasanten Aufschwung und ihre
Forschungs- und Anwendungsfelder wurden so umfangreich, dass sich eine weitere
Unterteilung in verschiedene Anwendungsbereiche etablierte (Tab. 1.1). Biokatalyse und

Enzymtechnologie fallen dabei unter den Begriff der ,,weilen Biotechnologie* ! obwohl die

Tab. 1.1: Einteilung der Biotechnologie in ihre verschiedenen Anwendungsgebiete

Bezeichnung Anwendungsgebiet

rote Biotechnologie: Einsatz der Technologie fiir medizinischen Anwendungen von der Diagnostik

bis zur Therapie

griine Biotechnologie: Verdnderung und Nutzbarmachung der Eigenschaften von Pflanzen,

hauptséchlich fiir landwirtschaftliche Anwendungen.

weille Biotechnologie: Einsatz biologischer Systeme in industriellen Produktionsprozessen

blaue Biotechnologie Technische Verwendung mariner Mikroorganismen und Systeme

Nebenfarben: Zwischen- und Randbereiche der Biotechnologie, die sich zwar derzeit um ein
graue, gelbe , braune: eigenes Profil bemiihen, jedoch noch nicht eindeutig definiert sind

! Der Begriff der ,,weifen Biotechnologie wurde nach einem Vorschlag der EuropaBio 2003 wie folgt definiert:
»White Biotechnology is the application of nature’s toolset to industrial production.“ (http://www.europabio.org)

2
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darin gewonnenen Forschungsergebnisse auch in den anderen Teilbereichen Verwendung
finden (FESTEL et al., 2004; EUROPABIO, 2003). Im Jahr 2006 belief sich das globale
Wachstum der Biotechnologiebranche nach einer Studie des Wirtschaftsberatungs-
unternehmens Ernst & Young auf den hohen Wert von 42 %, wobei die Einnahmen der
Unternehmen die Rekordmarke von iiber 70 Mrd. USS$ erreichten (ERNST&YOUNG, 2007).
Noch 1992 lag das gesamte Weltmarktvolumen bei 9,6 Mrd. € (FESTEL et al., 2004;
STRAATHOF et al., 2002).

Eine Studie der weltweit tdtigen Beratungsagentur McKinsey speziell zur ,,weilen
Biotechnologie* prognostiziert in den néchsten Jahren auch hier ein hohes Wachstum.
Demnach werden bis zum Jahr 2010 allein bei der Produktion von Feinchemikalien bei 30-
60 % der Prozesse biokatalytische Schritte involviert sein. Der Marktanteil der ,,weillen
Biotechnologie* bezogen auf die gesamte chemische Industrie werde zwischen 10 und 20 %
betragen, bei jahrlichen Wachstumsraten von 11-22 % (PERLITZ, 2007; BACHMANN et al.,
2004; RIESE, 2003).

Zu begriinden sind diese Zahlen einerseits damit, dass in letzter Zeit biotechnologische
Prozesse anlaufen, die zwar schon seit ldngerem bekannt sind, aber erst heute wirtschaftlich
werden, beispielsweise die Entwicklung von Biokraftstoffen (BOHLMANN, 2007; GUBLER,
2007), andererseits hat sich im Zuge der Entwicklung der gerichteten Evolution von
Biokatalysatoren in den 90er Jahren auch das Spektrum der Mdglichkeiten erweitert. Hinzu
kommt, dass viele Enzyme bislang noch nicht bekannt sind (YOOSEPH et al., 2007), deren
Spektrum aktuell durch Metagenomansitze erforscht wird (SCHMEISSER et al., 2007). Damit
sich aber die Suche nach neuen Enzymen fiir die Biotechnologie bezahlt machen kann, muss
zunichst gezeigt werden, dass diese auch Anwendung finden koénnen, indem neue
Optimierungstechniken und Strategien entwickelt werden, mit denen Biokatalysatoren an

neue Anforderungen angepasst werden kdnnen.

1.2. Eigenschaften von Biokatalysatoren

Wie der bereits oben beschriebene historische Vergleich zwischen chemischer und
Biokatalyse zeigt, weist letztere einige entscheidende Effizienzvorteile auf. In diesen
Eigenschaften begriindet sich das wachsende Interesse der Branche an diesen ,Werkzeugen’.
In industriellen Prozessen ist jeder Reaktionsschritt mit Kosten verbunden, die umso hoher
sind, je komplexer die Verfahrensfiihrung ist. Haufig werden hoher Druck und/oder hohe

Temperaturen benotigt. Geringe Ausbeuten bereits einzelner Reaktionsschritte konnen die
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Kosten enorm erhohen. Hinzu kommen Entsorgungspflichten von Neben- und
Abfallprodukten, die sich nochmals erhéhen, wenn Toxizitdtspotential vorhanden ist
(HERRERA, 2004). Im Falle homogener, chemischer Katalysatoren sind diese hiufig mit den
Produkten vermischt und mitunter schwer abzutrennen. Stereoselektivitit zu erreichen, ist mit
konventionellen Verfahren &uflerst schwierig und nur in vergleichsweise wenigen Fillen
erfolgreich (BOMMARIUS & RIEBEL, 2004).

Enzyme dagegen arbeiten unter physiologischen Bedingungen, d.h. bei Normaldruck und
geringen Temperaturen mit hohen katalytischen Aktivitdten. Sie sind weiterhin ungiftig und
leicht zu entsorgen. Dass sie vorzugsweise in wissrigen Medien arbeiten, wurde in der
Vergangenheit von chemischer Seite her kritisiert, wird jedoch in jiingerer Zeit im Hinblick
auf die Umweltvertriaglichkeit zunehmend wieder als Vorteil angesehen, da sich die Ziele der
Industrie immer mehr an Konzepten der ,griinen Chemie* und ,nachhaltigen
Entwicklung® orientieren. Jedoch auch in organischen Losungsmitteln werden Enzyme
bereits erfolgreich eingesetzt (PATEL, 2006; ADAMCZAK & KRISHNA, 2004; GUPTA, N. &
RoY, 2004; KRAGL et al., 2002; KLIBANOV, 2001).

Biokatalysatoren verbinden die Vorteile der klassischen Bereiche der homogenen und
heterogenen Katalyse, da sie einerseits vielfach 16slich sind wie homogene Katalysatoren,
andererseits aber durch ihre Struktur eine rdumliche Reaktionsumgebung liefern. Hieraus
resultieren die entscheidenden Stirken der Enzyme gegeniiber konventioneller Katalyse: Thre
hohe Substratspezifitit, Regioselektivitdt und Stereoselektivitit. Gerade in der Produktion
von Feinchemikalien spielen diese Eigenschaften eine wesentliche Rolle, und sie werden
schwerpunktmdBig in diesem Bereich eingesetzt (GOTOR-FERNANDEZ et al., 2006; PATEL,
2006; GARCIA-URDIALES et al., 2005; SCHMID, A. et al., 2001). Regioselektivitdt ist
beispielsweise in der Schutzgruppenchemie von besonderer Bedeutung (MURPHY &
RUTLEDGE, 2007; LINDHORST, 2006; PATHAK & WALDMANN, 1998) und wird im Hinblick
auf Lipasen in Abschnitt 1.6.1 ndher erldutert. Die Chiralitit von Biokatalysatoren und die
daraus resultierende Stereoselektivitit von Enzymen ist fiir die Produktion optisch aktiver
Substanzen und chiraler Zwischenprodukte bedeutend. Unter Effizienzgesichtspunkten
kénnen chemische Umsetzungen im Hinblick auf Stereoselektivitét mit natiirlichen Systemen
noch nicht konkurrieren. Enzyme eréffnen hier neue Moglichkeiten. Daher wird im Bereich
Stereoselektivitdt das groffte Entwicklungspotential der Biokatalyse fiir chemische Synthesen

gesehen (POLLARD & WOODLEY, 2007).
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1.3. Chiralitit

Chiralitit ist eine Form der Symmetrie, bei der sich zwei Molekiile* zueinander verhalten wie
Bild zu Spiegelbild oder die rechte Hand zur linken. Die beiden Isomere werden Enantiomere
genannt. Biologische Systeme konnen zwischen diesen beiden Formen differenzieren. So
schmeckt die R-Form des Limonen nach Orange, die S-Form jedoch nach Zitrone (Abbl.1).
Von zentraler Bedeutung ist dies nicht nur fiir die Produktion von Duft- und Aromastoffen,
sondern vor allem fiir die Herstellung von Pharmazeutika, wie die Arzneimittelkatastrophe
durch das Priparat Contergan®™ von 1957 auf tragische Art und Weise bezeugt. Zwar bestand
in diesem Fall das Problem darin, dass die Verbindung innerhalb des Korpers racemisierte,
dennoch zeigt das Beispiel die mitunter drastischen Unterschiede der Wirkungen zweier
Enantiomere. Es ist daher nicht verwunderlich, dass die Vorschriften fiir
Arzneimittelproduktionen &uflerst strikt gehandhabt werden und dass sowohl die US-
amerikanische Food- and Drug Administration (FDA) als auch das ,,European Commitee for

Proprietary Medicinal Products* sogar die individuelle Charakterisierung beider

Enantiomere fiir eine Zulassung eines

racemischen Pharmazeutikums fordern. Im CH,
gleichen Zuge wurde jedoch die

Beschleunigung von Zulassungsverfahren

fiir optisch reine Pharmazeutika festgelegt

(chiral switch) (STRONG, 1999). Optisch H N
aktive Substanzen zdhlen heute zu den H,C CH,
wichtigsten pharmazeutischen Produkten

(BREUER et al., 2004). Chirale Vorstufen, R S

Zwischenprodukte und Synthesebausteine
machen einen geschitzten Anteil von 15 % Abb. 1.1: Die beiden Enantiomere des Limonen
des Marktes aus und kleine,
entantiomerenreine Molekiile wie Lipitor” oder Zocor”™, beides Priparate zur Regulierung des
Cholesterinspiegels, waren die Top-selling Drugs der jlingeren Vergangenheit mit enormen
Umsitzen von 14 Mrd. US$ (2002) (Rount, 2003).

Die Gewinnung oder Darstellung optisch aktiver Substanzen in technischen Prozessen ist

jedoch aufgrund der nahezu identischen physikalischen Eigenschaften ihrer Enantiomere

nicht trivial. Hauptsidchlich werden vier Prinzipien angewandt (BREUER ef al., 2004; PATEL,

? Chiralitit ist allgemeiner Symmetriebegriff, der jedoch in diesem Kontext auf Molekiile bezogen wird.
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2001; COLLINS et al., 1998): (1) Naturstoffe wie Milchsdure, Aminosduren oder Terpene, die
in ausreichender Menge und entantiomerenrein in natiirlichen Quellen vorkommen, kdnnen
aus solchen natiirlichen Rohstoffen, dem so genannten ,,chiralen Pool* (COLLINS et al., 1998)
gewonnen werden. Anzahl und Art der so zugénglichen Verbindungen ist jedoch begrenzt.
Eine dhnliche Limitierung besteht fiir (2) fermentativ hergestellte Produkte. Thre Ausbeuten
konnen jedoch durch gezielte Beeinflussung von Stoffwechselwegen deutlich erhéht und
somit auch fiir die Herstellung von Metaboliten und Sekundirmetaboliten verwendet werden,
die im chiralen Pool zu gering konzentriert sind, als dass sie effizient isoliert werden konnten.
Jedoch konnen nicht-natiirliche Verbindungen auch hier nicht zugédnglich gemacht werden,
wohl aber eventuelle Vorstufen (BOMMARIUS & RIEBEL, 2004).

Anders ist dies bei (3) der Auftrennung von racemischen Gemischen, die eine weitere
Moglichkeit zur Gewinnung optisch aktiver Substanzen darstellt. LOUIS PASTEUR war 1848
der erste, der dies anhand von Weinsdure durchfiihrte. Die beiden Enantiomere dieser Sdure
kristallisieren separat und konnen anschlieBend mechanisch voneinander getrennt werden.
Diese Methode findet auch heute noch technische Verwendung. Da jedoch nur rund 10 % der
Racemate als Konglomerate kristallisieren, sind auch hier die Mdglichkeiten limitiert.
Chromatographische Moglichkeiten der Racematspaltung sind dagegen zahlreich, in
ProduktionsmaBstiben jedoch nur bedingt verwendbar, da relativ geringe Kapazititen und
hoher Losungsmittelverbrauch hiufig zu kostenintensiv sind. Eine elegante Methode ist die
kinetische Racematspaltung unter Verwendung eines chiralen Katalysators, der eines der
beiden Enantiomere schneller umsetzt als das andere. Neben geeigneten Ubergangsmetall-
komplexen oder organischen Katalysatoren werden dabei immer héufiger Enzyme eingesetzt,
die bereits von Natur aus chiral und damit hochselektiv sind (GADLER et al., 2006; GOTOR-
FERNANDEZ et al., 2006; BOCOLA et al., 2003). Ein Nachteil dieses Verfahrens ist, dass die
maximale Ausbeute bei 50 % liegt und das nicht umgesetzte Enantiomer vom Produkt
abgetrennt und entsorgt bzw. recycelt werden muss. Neuere Verfahren sind so genannte
dynamische kinetische Racematspaltungen, in denen das weniger umgesetzte Enantiomer in
situ durch einen weiteren Katalysator racemisiert wird (BACKVALL, 2006; GADLER et al.,
2000).

Die (4) asymmetrische Synthese von optisch aktiven Substanzen aus prochiralen Vorstufen
ist eine weitere, sehr hiufig verwendete Methode (CHRISTMANN & BRASE, 2006). Auch
hierbei werden chirale Katalysatoren eingesetzt, und es konnen Ausbeuten von bis zu 100 %
in einem einzigen Reaktionsschritt ohne weitere Trennschritte erreicht werden. Auch bei

diesen Verfahren kommen zunehmend Biokatalysatoren zum Einsatz (BACKVALL, 2006;
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REETZ, 2006). Asymmetrische Synthese und kinetische Racematspaltung sind wohl die
Zukunftsorientiertesten der genannten Verfahren, da hiermit auch nicht-natiirliche
Verbindungen darstellbar sind (BREUER et al., 2004). Die entscheidende Rolle spielen hier
die Katalysatoren, die die chirale Information enthalten miissen, welche an die

Substratmolekiile weitergegeben wird.

1.4.  Adaptionspotential und Optimierung von Biokatalysatoren

Die Frage, ob Biokatalysatoren oder konventionell-chemische Katalysatoren besser oder
schlechter geeignet sind, ldsst sich nicht allgemein beantworten, sondern hingt jeweils vom
Einzelfall ab. Nachteile chemischer Verfahren liegen zumeist 1im  hohen
Losungsmittelverbrauch oder in der Toxizitdt verwendeter Reaktionsbestandteile, denen
mitunter auch der Katalysator selbst zugerechnet werden muss. Auch dessen Herstellung ist
ein entscheidender Faktor und nicht selten mit toxischen Nebenprodukten verbunden.
Biokatalysatoren dagegen sind zwar ungiftig, haben aber hdufig den Nachteil geringer
spezifischer Aktivitit und Stabilitét - besonders gegeniiber nicht-natiirlichen Substraten und
in nicht-natiirlichen Reaktionsumgebungen, die fiir solche Verbindungen oft erforderlich sind
(COwWARD-KELLY & CHEN, 2007; POLLARD & WOODLEY, 2007; PATEL, 2006). Dies wird
verstdandlich, wenn man in Betracht zieht, dass der Stoffwechsel von natiirlichen Organismen
hoch komplex reguliert ist, so dass sehr hohe Umsatzraten von Enzymen oder Stabilitét liber
lange Zeitrdume nur selten erforderlich sind und fiir den jeweiligen Organismus sogar
nachteilhaft sein konnten. Oft ist sogar das Gegenteil der Fall und es besteht Produkt- oder
Substrathemmung zur Aufrechterhaltung der Stoffwechselgleich-gewichte (JOHANNES &
ZHAO, 2006). Stabilitit gegeniiber organischen Substanzen oder extremen pH-Werten sind im
Stoffwechsel nur selten ein Kriterium. Dies bedeutet aber nicht, dass solche
Umgebungsbedingungen den entsprechenden Enzymen nicht zugédnglich sind — Enzyme sind
hochst anpassungsfahig, was eine entscheidende Grundlage ihrer natiirlichen Evolution ist.
Protein-Entwicklern ist so die Moglichkeit gegeben, die Eigenschaften technischer Enzyme
an viele neue Anforderungen zu adaptieren, was in der Vergangenheit bereits hdufig
erfolgreich durchgefiihrt wurde (LEISOLA & TURUNEN, 2007; POLLARD & WOODLEY, 2007;
GOTOR-FERNANDEZ et al., 2006; KAUR & SHARMA, 2006; BREUER et al., 2004; ARNOLD &
GEORGIOU, 2003; KRAGL et al., 2002; JAEGER & REETZ, 2000; PETROUNIA & ARNOLD, 2000;
ARNOLD & CHEN, 1994). Zwar konnen auch chemische Katalysatoren heute im Rahmen der

kombinatorischen Chemie in gewissem Mafle ,,maBBgeschneidert™ werden, die Moglichkeiten
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hierzu sind jedoch verglichen mit denen der modernen Enzymtechnologie, sowohl technisch
als auch kommerziell gesehen, noch gering. Auch die Entwicklung der Biokatalyse steht
noch am Anfang, jedoch wird ihr enormes Potential durch die Entwicklungen der letzten 10
bis 15 Jahren deutlich. (1.1). Bahnbrechend waren vor allem die Arbeiten von ARNOLD und
STEMMER zur gerichteten Evolution in den 90er Jahren, die die Entwicklung des Protein
Engineering maf3geblich vorantrieben (CRAMERI et al., 1998; SHAO et al., 1998; ZHAO et al.,
1998; ZHAO & ARNOLD, 1997; ARNOLD & CHEN, 1994; STEMMER, 1994a, b).

1.5. Protein Engineering

Die Erzeugung von Proteinen mit neuen oder verdnderten Eigenschaften wird heute
allgemein unter dem Begriff ,Protein Engineering’ zusammengefasst. Es kann sich dabei um
die Verdanderung der Eigenschaften bereits bestehender Proteine handeln oder aber um de
novo-Synthesen vollig neuer Proteine, und sowohl katalytische als auch nicht-katalytische
Proteine werden untersucht. Der iiberwiegende Anteil der Arbeiten auf dem Gebiet
beschiftigt sich jedoch mit bereits bekannten Enzymen und deren Optimierung fiir
Anforderungen der chemischen und biotechnologischen Industrie. Es werden die zwei
unterschiedlichen Herangehensweisen des Rationalen Designs und der gerichteten Evolution

verfolgt, die im Folgenden dargestellt werden sollen.

1.5.1. Rationales Design

Das ,Rationale Design’ von Enzymen basiert auf bekannten Strukturinformationen tiber das
jeweilige Zielprotein. Dies sind im Idealfall reale Kristall- oder NMR-Strukturinformationen.
In Féllen, in denen eine reale Struktur noch nicht geldst wurde, konnen aber auch Modelle,
die anhand von Homologievergleichen in silico erstellt wurden, niitzlich sein. Ist weiterhin
der katalytische Mechanismus des jeweiligen Enzyms bekannt, konnen anhand dieser in
silico-Modelle  durch  quantenmechanische und molekiilmechanische (QM/MM)
Modellierungs-methoden bzw. molekulardynamische Simulationen Mdglichkeiten ermittelt
werden, durch Austausch weniger Aminoséduren oder grof3ere strukturelle Verdnderungen die
Eigenschaften des Enzyms in gewiinschter Weise zu beeinflussen (DALBY, 2007; REETZ et al.,
2007). Neben der Qualitdt der initialen Strukturdaten sowie der Modellalgorithmen spielen
hier Wissen und Erfahrung des Experimentators eine wesentliche Rolle. Die Mdglichkeiten

dieser Disziplin sind noch begrenzt, denn die Mechanismen der Enzymkatalyse sind auf
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molekularem und atomarem Niveau duBerst komplex (WOLFSON et al., 2005). Obwohl sich
die Computertechnologie in jiingerer Vergangenheit stark weiterentwickelt hat, ist sie noch
nicht leistungsstark genug, um Berechnungen von Molekularbewegungen und Energiefliissen
von solcher Komplexitit erschopfend durchfiihren zu konnen. Der gegenwirtigen enormen
Leistungssteigerungen auf diesem Gebiet geben jedoch Grund zu der Annahme, dass sich
auch die in silico Modelle in naher Zukunft weiter verbessern werden und auch zunehmend
industrielles Interesse finden (DALBY, 2007; HIBBERT et al., 2005). Entscheidend sind
weiterhin die Strukturdaten, auf denen die Berechnungen basieren. Kristallstrukturen
entsprechen nicht immer den tatsdchlichen Strukturen des Enzyms unter nativen
Bedingungen und lassen nur bedingt Riickschliisse auf das tatsédchliche Verhalten der
Enzyme in Losung zu. Daher sind in silico-Modellierungen gegenwirtig noch als
Néherungslosungen zu betrachten, jedoch kommen sie der Realitdt in manchen Fille sehr
nahe und es konnten in jiingerer Vergangenheit bereits grofe Erfolge mit dieser Methode
erzielt werden (REETZ et al., 2006¢; REETZ et al., 2005; WOLFSON et al., 2005). Rationales
Design bietet sich als erster Schritt in einem Protein Engineering-Ansatz an, denn durch
Modellierungen und Vorversuche in silico lassen sich Problemstellungen eingrenzen. So
konnen aus Modellen und Berechnungen Riickschliisse auf die am besten anzuwendende
Methodik abgeleitet werden sowie auf besonders zu beriicksichtigende Bereiche, die
anschlieend gezielt und fokussiert verdndert werden konnen (DALBY, 2007; REETZ et al.,
2006c). Umgekehrt dienen experimentelle Daten wiederum zur Verfeinerung der Modelle
und Algorithmen des Rationalen Design (BOCOLA et al., 2004). Erfolge dieser Synergie von
Rationalem Design und gerichteter Evolution zeigten sich in jiingerer Zeit u. a. in den
Arbeiten von FUNKE, (2005; 2003), BocoLa, (2004), sowie REETZ (2007; 2006C) und sind

nicht zuletzt auch Gegenstand dieser Arbeit.

1.5.2. Gerichtete Evolution

Im Gegensatz zum Rationalen Design sind fiir Methoden der Gerichteten Evolution keine
Kenntnisse iiber Struktur und katalytische Mechanismen der Enzyme erforderlich, sondern es
werden ausschlieBlich die Prinzipien der natiirlichen Evolution angewendet. CHARLES
DARWIN beschrieb 1859 die Entwicklung der Arten durch zuféllige Mutation und natiirliche
Auslese, bei der nur die am besten angepassten Organismen ihr genetisches Material
langfristig weitergeben konnen. Darwin bezeichnete dies als ,,survival of the fittest“. Die

gerichtete Evolution im Labormafistab verwendet das evolutive Prinzip auf Ebene einzelner
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Proteine und Nukleinsduren. Die DARWINsche , Fitness* bezieht sich dabei auf die zu
optimierende Eigenschaft des jeweiligen Proteins, wihrend die Auslese, die unter natiirlichen
Bedingungen durch Konkurrenz der Arten und Umwelteinfliisse realisiert ist, im Labor durch
den Experimentator erfolgt. Erstmals experimentell angewandt wurde das Prinzip von (MILLS
et al., 1967) fir Nukleinsduren. MANFRED EIGEN leistete weitere Pionierarbeit (EIGEN, 1986,
1984), bevor die Methodik in den neunziger Jahren einen Aufschwunng erfuhr, angestof3en
durch die Arbeiten von ROBERTS et al. (1992), CHEN & ARNOLD (1993) sowie Stemmer
(1994a; b), die das Verfahren erstmals auf Enzyme anwendeten. In der Folge wurden die

Methoden der Proteinevolution kontinuierlich weiterentwickelt und erfolgreich
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung des Prinzips der gerichteten Evolution. (links) Die Erzeugung
genetischer Diversitidt durch sequentielle Mutagenese und (rechts) durch rekombinative Methoden. Der
jeweiligen Mutagenese folgt die Auswahl positiver Varinaten durch Screening oder Selektion. Diese konnen
erneute Zyklen aus Mutagenese und Selektion durchlaufen, bis ihre Eigenschaften optimiert sind. Varianten die
aus sequentieller Mutagenese entstanden sind, konnen auch in einem zweiten Schritt rekombinativ
weiterentwickelt werden.

fiir die Optimierung verschiedenster Eigenschaften von Enzymen eingesetzt (DALBY, 2007;

WANG et al., 2006; BORNSCHEUER, 2005; ADAMCZAK & KRISHNA, 2004). Das Verfahren der
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gerichteten Evolution ist ein zyklischer Prozess aus (1) Erzeugung genetischer Diversitit und
(2) Auswahl verbesserter Varianten (Abb. 1.2). Genetische Diversitit wird im Labor durch
verschiedene Mutageneseverfahren erzeugt (Tab 1.2), wiahrend der Selektionsdruck angelegt
wird, indem entweder ein Selektionssystem eingesetzt wird, in welchem die Qualitét der zu
optimierenden Eigenschaft des Proteins der kritische Faktor fiir das Fortbestehen der
exprimierenden Spezies ist, oder durch ein Screeningverfahren, in welchem jede einzelne
Variante auf die Qualitét dieser Eigenschaft hin untersucht wird. Varianten bei denen sich die
entsprechende Eigenschaft verbessert hat, werden isoliert und gegebenenfalls einem erneuten
Prozess aus diesen beiden Schritten unterzogen, solange, bis die gewliinschte Qualitit erreicht
ist oder aber keine weitere Verbesserung beobachtet wird. Der Ablauf des Verfahrens ist in
Abb. 1.2 schematisch dargestellt.

Die Grenzen der Evolvierbarkeit sind in Theorie und Praxis sehr unterschiedlich und kénnen
multidimensional sein. In der Praxis bestehen die wesentlichen Beschrinkungen in den

experimentellen Mdglichkeiten.

Mutageneseverfahren

Seit den 90er Jahren wurden viele verschiedene Mutageneseverfahren publiziert, von denen
die bekanntesten in Tab. 1.2 zusammengestellt sind. Generell wird zwischen sequentiellen
(nicht-rekombinativen) und rekombinativen Methoden unterschieden. Die sequentiellen
Verfahren erzeugen neue Mutationen, Insertionen oder Deletionen innerhalb einer DNA-
Sequenz, wihrend rekombinative Methoden verschiedene Gene miteinander vermischen,
wobei Synergieeffekte durch neue Kombinationen einzelner Elemente entstehen konnen.
Rekombinative Verfahren lassen sich weiterhin unterteilen in homologiebasierte Verfahren
und solche, bei denen Homologie kein Kritrium fiir eine erfolgreiche Rekombination darstellt.
Bei den sequentiellen Verfahren handelt es sich im Prinzip um Weiterentwicklungen der
fehlerhaften PCR (epPCR), bei der in einer die intrinsische Fehlerrate der Tag-DNA-
Polymerase erhoht wird (ECKERT & KUNKEL, 1990; TINDALL & KUNKEL, 1988). Dies kann
durch Zugabe von erhohten Konzentrationen MgCl, und MnCl, erfolgen oder aber durch
ungleiche Konzentrationen von Nukleosiden, so dass vermehrt Basenfehlpaarungen auftreten
(CIRINO et al., 2003; ZACCOLO et al., 1996; CADWELL & JOYCE, 1994, 1992).

Weiterhin werden heute bereits kommerzielle DNA-Polymerasen mit erhohter intrinsischer
Fehlerrate und Mutagenese-Kits fiir diese Anwendungen angeboten, wie z.B. Mutazyme im

GeneMorph-Kit (STRATAGENE) oder das Diversify PCR Random Mutagenesis Kit
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(CLONTECH). Nachteil dieser Verfahren ist die unterschiedliche Haufigkeit, mit der die

moglichen Basenaustausche stattfinden, d.h. einige Fehler kommen 6fter vor als andere. Dies

liegt zum einen an der gewidhlten Methode und kann durch eine Kombination mehrerer PCR-

basierter Methoden minimiert werden (PATRICK ef al., 2003; ROWE et al., 2003). Zum

Tab. 1.2: Ubersicht iiber die giingigen Methoden der ungerichteten Mutagenese

Methode

Referenz

sequentielle (nicht-rekombinative) Methoden

error-prone PCR (epPCR)

error-prone Rolling Circle Amplification (epRCA)
,Bringer-Strategie

kombinatorische Kassettenmutagenese

Mutatorstimme

Séattigungsmutagenese

Random Insertions and Deletions (RID)
MAX-Randomization
Codon Shuffling

MegaWHOP
Sequence Saturation Mutagenesis (SeSaM)
Frame Shuffling

homologie-basierte rekombinative Methoden

ZACCOLO et al. (1996)
CADWELL & JOYCE (1994)
ZHOU et al. (1991)
TINDALL & KUNKEL (1988)

Fuill et al. (2004)

BICHET et al. (2004)
BORREGO et al. (1995)
CRAMERI & STEMMER (1995)

NGUYEN & DAUGHERTY (2003)
GREENER ef al. (1996)

ZHENG et al. (2004);
GEORGESCU et al. (2003);
AIRAKSINEN & HoVI (1989)

MURAKAMI ef al. (2003, 2002)
HUGHES et al. (2003)

CHOPRA & RANGANATHAN
(2003)

MiyAzAki, K. (2003)
WONG et al. (2004)
KASHIWAGI et al. (2006)

DNA-Shuffling

Family Shuffling

High-Fidelity Shuffling

Random Priming and Recombination (RPR)
Staggered Extension Process (StEP)

Random Chimeragenesis on Transient Templates
(RACHITT)

Degenerate Oligonucleotide Shuffling (DOGS)
Mutagenic Unidirectional Reassembly (MURA)

STEMMER (1994a, b)
CRAMERI et al. (1998)
ZHAO & ARNOLD (1997)
SHAO et al. (1998)
ZHAO et al. (1998)
Coco et al. (2001)

GRIBBS et al. (2001)
SONG et al. (2002)

12
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Degenerate Homoduplex Rcombination (DHR) Coco et al. (2002)
Synthetic Shuffling NESS et al. (2002)
Assembly of Designed Oligonucleotides (ADO) ZHA et al.,(2001)
Recombined Extension on Truncated Templates (RETT) LEE, S. H. et al. (2003)
Mulitplex-PCR-based Recombination (MUPREC) EGGERT et al. (2005)
Nucleotide Excision and Exchange (NExT) STEBEL ef al. (2007);

MULLER et al. (2005)

nicht-homologie-basierte rekombinative Verfahren

Incremental Truncation for the creation of Hybrid OSTERMEIER ef al. (1999)

Enzymes (ITCHY)

SCRATCHY LUtz et al. (2001)
Sequence Homology Independent Protein Recombination

(SHIPREC) SIEBER et al. (2001)
Structure-based =~ Combinatorial Protein  Engineering .,

(SCOPE) O'MAILLE et al. (2002)
Sequence-Independent Site-Directed Mutagenesis

(SISDC) HIRAGA & ARNOLD (2003)
Block Shuffling Tsuil et al. (2006)

anderen aber liegt es an der Natur des genetischen Codes selbst, da einige Aminosduren
durch mehr Codons reprisentiert werden als andere. Mutationen in Richtung solcher
Aminosduren treten in ungerichteten Mutageneseverfahren daher statistisch hiufiger auf.
Diese Tendenzen werden in Séttigungsmutagenesen vermieden, in denen sichergestellt ist,
dass an gegebenen Positionen jede mdgliche Aminosdure mit gleicher Hiufigkeit vertreten ist
(MiYAzAKI & ARNOLD, 1999). Die Methodik wurde in verschiedenen Arbeiten weiter
optimiert. So wird z.B. bei der MAX-Randomization Methode (HUGHES et al., 2003) ein fiir
E. coli optimierter Codon-Satz verwendet. Mit der SeSaM-Methode konnen sdmtliche
Codons eines Gens sequentiell randomisiert werden (WONG, J. et al., 2004).

Es wurden aullerdem verschiedene sequenzverlingernde und -verkiirzende Methoden
entwickelt. Mit der Codon-Shuffling-Methode von CHOPRA & RANGANATHAN (2003) z.B.
konnen durch Einsatz sog. ,Dicodons’ Insertionen randomisierter Zusammensetzung und
Linge an bestimmten Positionen in Gene eingefiigt werden. Die Methode Random Insertions
and Deletions (RID) von MURAKAMI et al. (2002) beschreibt ein Verfahren mit dem Codons
an randomisierten Positionen in Gene eingefiigt und deletiert werden kdnnen. Ahnlich

funktioniert Frame-shuffling (KASHIWAGI et al., 2006). Auch zur Einfligung ladngerer
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Deletionen und repetetiver Sequenzen wurden beschrieben (PIKKEMAAT & JANSSEN, 2002)
(Tab 1.2).

Bei rekombinativen Methoden werden verschiedene Gene fragmentiert, die Fragmente
miteinander vermischt und je nach Methode auf unterschiedliche Art und Weise
zusammengefiigt, so dass Hybrid-Gene entstehen. Die erste dieser Methoden, DNA-Shuffling,
wurde von STEMMER, (1994a; 1994b) beschrieben, bei der homologe Gene mittels DNase I
partiell verdaut werden und anschliefend in einem PCR-Schritt, der sog. reassembly-PCR,
hybridisiert und elongiert werden. Dabei finden zu einem gewissen Prozentsatz
Hybridisierungen nicht-identischer Fragmente statt, wodurch die genetische Information
vermischt wird. Zusétzlich treten Punktmutationen auf. Aufbauend auf diesem Grundprinzip
der in vitro-Rekombination wurden viele weitere homologie-basierte Methoden erarbeitet,
die sich entweder durch die Art und Effizienz der DNA-Fragmentierung und somit Erh6hung
der Diversitdt oder aber durch Effizienzsteigerung bei der Rekombination unterscheiden
(Tab 1.2). Optimierungen wurden von Zhao & Arnold (ZHAO & ARNOLD, 1997) durchgefiihrt.
Weitere geringfiigigere Variationen der Methode, u.a. von KIKUCHI et al. (1999), MIYAZAKI
(2002), KITAMURA et al. (2002) oder QIANG et al. (2004) wurden in Tab 1.2 nicht
angegeben. Bei allen Verfahren ist jedoch Homologie der Sequenzen der verwendeten Gene
die Voraussetzung.

Dieser limitierende Faktor spielt bei den sequenz-unabhédngigen Rekombinationsverfahren
keine Rolle mehr. Bei der von OSTERMEIER et al. (1999) entwickelten Methode Incremental
Truncation (ITCHY) werden Gene mittels Exonuklease III jeweils von ihren 5°- und 3’-
Termini her so verkiirzt, dass Fragmente, bzw. Gen-,,Enden* (Truncations) unterschiedlicher
Léange entstehen. AnschlieBend werden die komplementidren ,,Enden” miteinander
rekombiniert, so dass eine Bank aus kiinstlichen Einfach-Crossover-Varianten entsteht.
Dasselbe wird auf abgewandeltem Wege durch die Methode Sequence Homology
Independent Protein Recombination (SHIPREC) von SIEBER et al. (2001) erreicht. Multiple
Crossover zwischen nicht-sequenzhomologen Genen kénnen durch komplexere Methoden
erreicht werden wie Sequence-independent site-directed Chimeragenesis (SISDC) von
HIRAGA & ARNOLD (2003) sowie mit Structure-based Combinatorial Protein Engineering
(SCOPE) (O'MAILLE et al., 2002), wobei letztere mit synthetischen Oligonukleotiden arbeitet.
Auf etwas weniger komplexem Wege wird dieses Zeil erreicht mittels Block shuffling (TSUJ
et al., 20006).
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Screening- und Selektionsverfahren

Zweiter wesentlicher Schritt jeder gerichteten Evolution von Enzymen ist die Auswahl der
verbesserten Varianten mittels Hochdurchsatz-Screeningverfahren oder Selektionssystemen.
Entscheidender Unterschied ist, dass in Screeningverfahren zunichst alle entstandenen
Enzymvarianten einzeln auf die relevante FEigenschaft hin untersucht werden, in
Selektionsverfahren hingegen werden inaktive systematisch ausgeschlossen und aktive
akkumuliert. Beide Verfahren bieten entscheidende Vor- und Nachteile. Entscheidender
Vorteil der Selektionssysteme ist die Moglichkeit eines sehr viel hdheren Durchsatzes im
Vergleich zu Screeningverfahren. Generell unterscheidet man zwischen in vivo und in vitro-
Systemen. Bei in  vivo-Systemen, auch ,Wuchs-Selektion® oder ,genetische
Selektion* genannt, ist die Funktion des zu selektierenden Proteins mit der Vitalitdt der
exprimierenden Zelle gekoppelt (VAN SINT FIET ef al., 2006), beispielsweise durch genetische
Komplementation auxotropher Mutanten. In einem solchen Verfahren wird eine letale,
chromosomale Gendeletion durch das zu evolvierende plasmidcodierte Enzym physiologisch
ausgeglichen (PARIKH et al., 2006; GRIFFITH et al., 2004; DESANTIS et al., 2003). Durch die
Mutagenese inaktivierte Enyzmvarianten konnen diesen Ausgleich nicht erfiillen, wodurch
Zellen mit positiv mutierten Enzymen einen Wuchsvorteil erlangen und angereichert werden
konnen.

In Ansétzen, die dagegen auf chemischer Komplementation des Zellwachstums beruhen, ist
das Uberleben des Wirtes allein abhingig vom Umsatz des Substrates, z.B. indem ein
ansonsten toxisches Substrat durch seinen Umsatz detoxifiziert, wird oder aber das jeweilige
Produkt den Zellwuchs erst ermdglicht oder stark beschleunigt (SENGUPTA et al., 2004;
BAKER et al., 2002). Problem dabei ist die Diffusion des Substrates bzw. Produktes, durch die
die erwiinschten Zellen mitunter in Mitleidenschaft gezogen werden.

Auch in vitro-Selektionssysteme koppeln den Genotyp mit phénotypischer Information, die
jedoch in diesem Fall nicht mit dem Uberleben der Zelle, sondern direkt mit der zu
evolvierenden Eigenschaft der jeweiligen Enzyme. So werden beispielsweise in Display-
Strategien die Variantengene durch Klonierung mit M13-Hiillproteinen oder Signalpeptiden
fusioniert, die ihre Verankerung an Oberfldchen von Phagen (Phage-Display), Zellen (Cell-
surface-display) oder Ribosomen (Ribosome-Display) bewirken (VAN SINT FIET et al., 2006;
OTTEN & QUAX, 2005; LEE, S. H. ef al., 2003a; SAMUELSON et al., 2002). Diese konnen
basierend auf der Affinitdt des oberflichenlokalisierten Enzyms zu einem immobilisierten
Substrat ausselektiert werden (OTTEN & QUAX, 2005; BAl & FENG, 2004). Eine direkte in

vitro-Selektion auf Basis katalytischer Aktivitit ist aufgrund der Diffusion der
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Reaktionsprodukte allerdings schwierig. Sie erfordert eine direkte physikalische Verbindung
des Produktes mit dem Ort der Katalyse und ist daher nur in speziellen Fillen mdglich,
beispielsweise fiir DNA-modifizierende Enyzme, deren eigene Gene auch gleichzeitig ihr
Substrat darstellen (BERTSCHINGER et al., 2005; COHEN, H. M. et al., 2004; LEE, Y. F. et al.,
2002). Zwar wurden in jlingster Zeit Oberflachendisplay-Systeme entwickelt in denen Enzym
und Substrat auf derselben Oberfliche miteinander gekoppelt sind (ROUTENBERG LOVE et al.,
2006; STROBEL et al., 2003), jedoch ist dies abhingig von der Eignung des jeweiligen
Substrates nur in Einzelfdllen praktikabel. Dariiberhinaus konnen Kreuzreaktionen zwischen
den einzelnen Partikeln nicht ausgeschlossen werden. Von den genannten Systemen bietet
Cell-surface-display im  Vergleich zu den anderen wohl die meisten
Anwendungsmoglichkeiten (VAN SINT FIET ef al., 2006), da Zellen erheblich groBer und
leichter zu handhaben sind als Phagen oder Ribosomen, bei denen dariiberhinaus aufgrund
der GroBenverhdltnisse von Enzym zu Partikel die Detektion groBerer Enzyme
Schwierigkeiten bereiten kann.

Selektionssysteme bieten zwar den Vorteil des #uBerst hohen Durchsatzes von 10''-10"
Varianten pro Generation, nachteilig ist jedoch, dass die Etablierung eines solchen Systems
teils mit erheblichem Aufwand verbunden ist. Die Konstruktion auxotropher Mutanten
beispielsweise erfordert umfangreiche genetische Vorarbeiten. Auch kénnen auxotrophe
Mutanten nur fiir lebenswichtige Reaktionen des natiirlichen Stoffwechsels konstruiert
werden. In Display-Systemen ist dariiberhinaus die Konstruktion aktiver Fusionsproteine
sowie deren nativer Transport durch die jeweiligen Kompartimente (Phagenhiille oder
Zellmembran) ein kritischer Faktor. Zelleigene Proteaseaktivititen stellen héufig einen
Storfaktor dar indem sie die oberflichenlokalisierten Proteine zerstéren. Auch ist die
Information {iber die erhaltenen Varianten durch die Selektion allein meistens rein qualitativ.
Im Anschluss muss jede Variante einzeln quantitativ untersucht werden um zu bewerten, ob
sie im Vergleich zum Ausgangskonstrukt tatsdchlich verbessert ist oder nicht. Selektion von
katalytischer Aktivitdt gilt daher nach wie vor als schwierig (BOERSMA ef al., 2007).
Alternativ zu reinen Selektionsverfahren, hat in den letzten Jahren die Kopplung
oberflichenlokalisierter Enzymkatalyse mit co-lokalisierten fluorogenen Signalen an
Bedeutung gewonnen. Solcher Art markierte Zellen kdnnen mittels Durchflusszytometrie
(FACS) in duBBerst hohem Durchsatz von bis zu 50.000 Zellen pro Sekunde detektiert werden
(WILHELM et al., 2007, FARINAS, 2006; BERNATH et al., 2004). Alternativ zu den
beschriebenen Display-Technologien kann hierbei auch die von TAWFIK & GRIFFITHS (1998)

entwickelte Methode der in vitro — Kompartimentierung (IVC) eingesetzt werden, bei der
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Wasser-in-Ol-Mikroemulsionen erzeugt werden, in deren Tropfchen einzelne Gene
eingeschlossen sind, die mittels zellfreier Translationssysteme exprimiert werden konnen.
Jedoch handelt es sich bei diesen Methoden schon eher um Screening-Systeme als um
Selektion, da hier zundchst auch negative Varianten vermessen werden. Dariliberhinaus
konnen bei FACS-basierten Methoden tiber die Signalstirke bereits qualitative Unterschiede

zwischen den Partikeln detektiert werden.

In Screeningverfahren werden im Gegensatz zu Selektionsverfahren nach der Klonierung der
Genbanken alle Varianten einzeln untersucht, wobei in den meisten Fillen direkte
quantitative Aussagen getroffen werden konnen. Durch die zunehmend hoher entwickelte
Automatisierungstechnik,  die  stindig  weiterentwickelte =~ Miniaturisierung  der
Reaktionsvolumina und die stetig steigende Detektionsgenauigkeit wurden in den letzten
Jahren eine Reihe von Screeningverfahren in Mikrotiterplattenformaten entwickelt, die
BankgroBen von 10° Varianten erreichten (COHEN, N. e al., 2001). Durch geschicktes
,Pooling®, d.h. Kombination von mehreren Varianten pro Probe, kann diese Zahl um eine
weitere GroBBenordnung ausgedehnt werden (PoLIzZI ef al., 2006; POLIZZI et al., 2005). Die
hochsten Effizienzen sind mit klassischen Screeningverfahren auf indikativem Festmedium
erreichbar, auf dem die Varianten-tragenden Klone ausplattiert werden konnen (REYMOND &
BABIAK, 2007; AHARONI et al., 2005; BORNSCHEUER, 2004). Aktive Klone werden durch
Ausbildung von Hofen oder Verfiarbungen sichtbar und konnen ausgesondert werden
(KOUKER & JAEGER, 1987). Limitierender Faktor hierbei ist prinzipiell nur die Stabilitét und
Verfiigbarkeit der Substrate, da sie einerseits in ca. 40-50 °C heilen Agar eingebracht werden
und andererseits relativ groBe Mengen dafiir benétigt werden. Hohere Durchsétze von 10°
Varianten und mehr werden mit der bereits erwdhnten Durchflusszytometrie (FACS) erreicht,
bei der einerseits nicht-fluorogene Zellen oder Partikel systematisch aussortiert werden
konnen, andererseits die Fluoreszenzsignale bereits quantifiziert werden konnen (FARINAS,
2006; BECKER ef al., 2004). Jedoch existieren auch hier Limitierungen in der Bandbreite der
Reaktionen, die mit detektierbaren Fluoreszenzsignalen gekoppelt werden kdnnen.

Mikrotiterplatten-basierte Screeningverfahren haben den groflen Vorteil, dass nahezu jede
Reaktion, die colorimetrisch oder fluorimetrisch detektiert werden kann, relativ einfach
zugénglich ist. Dies bietet gegeniiber Selektionsverfahren den enormen Vorteil der einfachen
Handhabung ohne aufwindige genetische Vorarbeiten. Weiterhin konnen sich natiirliche
Reaktionen ohne die Notwendigkeit immobilisierter oder derivatisierter Substrate vermessen

werden, beipielsweise anhand des gekoppelten Umsatzes natiirlicher Cofaktoren wie NADH
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und NADPH, der bei 340 nm photometrisch gemessen werden kann. Weiterhin sind von
zahlreichen Substrate Derivate mit chromophoren Gruppen verfiigbar. Dariiberhinaus sind in
der Literatur fiir viele katalytische Aktivititen miniaturisierbare Enyzmtests (High-
Throughput-Assays) beschrieben (KNARZYCKA-BESSLER & JAEGER, 2006; CHARBONNEAU &
OGILVIE, 2005; BORNSCHEUER, 2004; GODDARD & REYMOND, 2004). Aufgrund des relativ
geringen Vorbereitungsaufwandes, vieler kommerziell verfiigbarer und leicht detektierbarer
Substrate und der unkomplizierten Durchfiihrbarkeit im Vergleich zu Selektionsverfahren
sind fiir die meisten Enzymoptimierungen mittels gerichteter Evolution daher

Screeningverfahren die Methoden der Wahl.

1.6.  Lipasen

Lipasen sind Carboxylesterhydrolasen, die bevorzugt wasserunldsliche Triacylglyceride in
Di- und Monoacylglyceride sowie Glycerol und Fettsduren hydrolysieren (Abb 1.3). Ihr
natiirliches Vorkommen erstreckt sich iiber das gesamte Organismenreich, so dass sie in
Mikroorganismen zu finden sind, wo sie u.a. zur Verfligharmachung von Fettsduren als
Kohlenstoff- und Energiequelle dienen, wie auch in Pflanzen und Tieren, wo sie
beispielsweise bei der Verdauung von Fetten oder der Mobilisierung von Speicherlipiden
eine zentrale Rolle spielen (BORGSTROM & BROCKMANN, 1994; WOOLLEY & PETERSEN,
1994). Da die Hydrolyse und Synthese von Esterbindungen in der Chemie duferst hiufig
vorkommende Reaktionen sind, sind Lipasen durch ihr natiirliches Substratspektrum fiir die
Biotechnologie und die chemische Industrie von besonderer Bedeutung (SCHMID, R. D., 2006;
KAZLAUSKAS & BORNSCHEUER, 1998). Die erstmalige Isolierung einer Lipase (aus
Schweine-Pankreas) gelang WILLSTATTER im Jahre 1923. Eine vollstindige Aufreinigung

gelang jedoch erst VERGER 1969.

0] 0]
H2C_O Rl H2C_OH HO Rl
O 0
Lipase
HC—O R, +3H0 =—== HC—OH + HO R,
O o
H,C—O R, H,C—OH HO R,

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der enzymatischen Hydrolyse eines Triglycerides
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1.6.1. Bedeutung der Lipasen fiir die Biotechnologie

Die ubiquitire Verbreitung der Lipasen in der Natur riihrt daher, das die Klasse von
Reaktionen die sie katalysieren (Hydrolyse), von zentraler Bedeutung fiir den
Zellstoffwechsel nahezu aller Organismen ist. Hydrolysen von Fettsdureestern und auch die
Umkehrreaktionen finden nahezu iiberall dort statt, wo organische Materie auf- oder
abgebaut wird und so nehmen sie auch in der synthetischen organischen Chemie eine
Schliisselposition ein. Es besteht daher ein hohes Interesse an Katalysatoren, die solche
Schliisselreaktionen effizient und mit hohen Umsatzraten durchfiihren kénnen und dies bei
moglichst  geringer Produktion von  Abfallstoffen oder entsorgungspflichtigen
Nebenprodukten (HERRERA, 2004). Lipasen erfiillen diese Anspriiche (GUPTA, R. et al., 2004;
JAEGER et al., 1999). Sie sind eine der industriell am meisten genutzen Enzymfamilien, was
neben ihrer hohen Verfiigbarkeit aus natiirlichen Quellen auf ihren niitzlichen Eigenschaften
fiir den praktischen Einsatz beruht: (1) Sie benétigen keine Cofaktoren und (2) sind durch
ihre zumeist relativ einfache Faltung (1.6.4) stabil und daher (3) auch fiir Prozessfiihrungen
unter nicht-physiologischen Bedingungen verwendbar, wie z.B. in organischen
Losungsmitteln (GHANEM, 2007; GUPTA, N. & ROy, 2004; REETZ, 2002) oder ionischen
Fliissigkeiten (KRAGL et al., 2002). Sie haben (4) teils ein breites Substratspektrum und
konnen an komplexen Substraten eingesetzt werden, (5) teils katalysieren sie Reaktionen
duBerst spezifisch, vielfach sogar mit (6) hoher Regio- und (7) Stereoselektivitét
(BORNSCHEUER, 2002b; JAEGER & REETZ, 2000; JAEGER et al., 1999).

Lipasen mit breiten Substratspektren werden {iberall dort verwendet, wo inhomogene
Rohstoffe oder Substratgemische umgesetzt werden miissen, beispielsweise in Waschmitteln.
Verschmutzungen k&énnen aus verschiedensten Fetten und Olen bestehen und die
Waschtemperaturen liegen hiufig auBBerhalb des physiologischen Bereiches. Hier erweist sich
daher aulerdem die Temperatur- und pH-Stabilitdt der Lipasen als Vorteil (JAEGER &
EGGERT, 2002). Engere Substratspektren sowie Regioselektivitit sind beispielsweise
gefordert in der Késeherstellung, wo Lipasen durch Spaltung der von Triglyceriden der Milch
durch Freisetzung spezifischer Fettsduren zur Aromabildung beitragen. (SCHMID, R. D.,
2006). Auch bei der Verarbeitung und Veredelung von Fetten und Olen (BORNSCHEUER,
2002b; ScHMID, U. et al., 1999) wie bei der Herstellung von synthetischer Kakaobutter mit
der Lipase aus Rhizomucor mihei ist Regioselektivitit eine wichtige Anforderung (SCHMID, R.
D., 2006) . In der chemischen Industrie werden Lipasen als leistungsfahige Werkzeuge
eingesetzt. Durch ihre hohe Substratspezifitdt und Enantioselektivitit dienen sie als chirale

Katalysatoren in kinetischen Racematspaltungen und Desymmetrisierungen (GADLER ef al.,
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2006; GOTOR-FERNANDEZ et al., 2006; SAKAI et al., 2005; SCHMID, A. et al., 2001).
Besonders von Bedeutung ist der Einsatz in organischen Losungmitteln, wo sie vornehmlich
solche Synthesen katalysieren, die sie in wéssrigen Losungen nicht durchfithren koénnen
(KAFTZIK et al., 2002; KLIBANOV, 2001; LOUWRIER ef al., 1996). Dies spielt vor allem fiir die
Totalsynthese komplexer Molekiile in der Schutzgruppenchemie eine wesentliche Rolle
(KADEREIT & WALDMANN, 2001). Bedeutende Beispiele fiir den industriellen Einsatz sind
die Nutzung der Lipase aus Pseudomonas cepacia zur Herstellung chiraler Amine aus Amid-
Vorstufen industriell, sowie der Einsatz der Lipase aus Serratia marcescens zur Herstellung
des Blutdrucksenkers Diltiazem aus Oxiran-Vorstufen (SCHMID, R. D., 2006). Zuletzt sollte
noch Erwihnung finden, dass Lipasen nicht nur bei der Herstellung von Pharmazeutika eine
Rolle spielen, sondern auch selbst als solche eingesetzt werden konnen. Die Medikamente
Creon® (Solvay-Pharma) und Merispase® (Meristem) beinhalten Pankreaslipasen des
Schweines, die zur Therapie von exocriner Pankreasinsuffizienz z.B. bei
Mukoviszidosepatienten eingesetzt wird. Bei letzterem wird dabei die Lipase nicht mehr aus

dem Schweinepankreas selbst gewonnen, sondern seit 2005 aus transgenen Maispflanzen.

1.6.2. Kinetische Eigenschaften von Lipasen

Da viele der Vertreter der Carboxylesterhydrolasen ein komplexes Substratspektrum
aufweisen und sich viele darin iiberschneiden, ist die exakte Unterteilung der lipolytischen
Enzyme schwierig. Lipasen (EC 3.1.1.3) weisen besondere Ahnlichkeit mit den
Carboxylesterasen (EC 3.1.1.1) und den Arylesterasen (EC 3.1.1.2) auf, aber auch mit der

komplexen Gruppe der Phospholipasen (EC 3.1.x.x — verschiedene Eintrdge) und einigen
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Abb. 1.4: Die Kinetik nach Michaelis-Menten (links) im Vergleich zur Interphasenaktivierung (rechts).
In der klassischen Michaelis-Menten-Kinetik steigt die Aktitivitit mit zunehmender Substratkonzentration an
bis sie eine Sattigung erreicht, wahrend interphasenaktivierte Enzyme erst bei Erreichen der kritischen
Micellarkonzentration des Substrates (cmc) Aktivitdt zeigen, die erst dann ansteigt.
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weiteren (IUBMB, 1992). Im Laufe der Zeit wurden daher verschiedene Ansitze verfolgt, um
eindeutige Kriterien fiir ihre Differenzierung festzulegen. Einer der Ersten beruhte auf
unterschiedlichen kinetischen FEigenschaften. HOLWERDA et al. beschrieben 1936 das
Phidnomen der Interphasenaktivierung, das SCHONHEYDER & VOLQVARTZ 1945 bestitigten:
Bei geringen Konzentrationen eines wasserunloslichen Substrates war bei einer Lipase aus
Schweineleber keine lipolytische Aktivitdt zu beobachten, bei hoheren Konzentrationen und
Emulsionsbildung aber stieg die Aktivitdt sprunghaft an (Abb. 1.4). SARDA und DESNUELLE
zeigten dazu 1958 in detaillierten Untersuchungen, dass der Aktivitdtsprung stets exakt bei
Erreichen der kritischen Micellarkonzentration (cmc) erfolgt. Esterasen, die auch
wasserlosliche Substrate umsetzen konnen, zeigten dieses Phdnomen nicht, so dass es
seitdem als Unterscheidungskriterium fiir die Definition von Lipasen von Esterasen galt.
(VERGER et al., 1969; SARDA & DESNUELLE, 1958; SCHONHEYDER & VOLQVARTZ, 1945;

HOLWERDA et al., 1936).

1.6.3. Katalytischer Mechanismus von Lipasen

Lipasen tragen als Nukleophil zumeist Serin in der katalytischen Triade. Das Serin liegt stets
in  der konservierten Anordnung Gly-X-Ser-X-Gly vor (Lipase-Konsesusmotiv). Die
Saurefunktion wird von Aspartat (in wenigen Fillen Glutamat) tibernommen und Histidin ist
die dritte katalytische Aminosdure. Wird ein Substratmolekiil umgesetzt, lauft die Hydrolyse
dhnlich dem Mechanismus der Serin-Proteasen in zwei Schritten ab (JAEGER et al., 1999)
(Abb.1.5): Bei Bindung des Lipids findet zunédchst der nukleophile Angriff des katalytischen
Serins auf die Carbonylgruppe des Substrates statt, wobei das Serin durch den benachbarten
katalytischen Histidinrest durch Abstraktion seines Protons aktiviert wird. Dies wiederum
wird unterstiitzt durch die katalytische Sdure, die durch ihre Wechselwirkung mit dem Proton
des Histidins maf3geblich fiir die korrekte Orientierung des Imidazolringes verantwortlich ist
und iiber dieselbe Wechselwirkung auch einen Teil der nun dort enstehenden positiven
Ladung iibernimmt. Im resultierenden tetraedrischen Ubergangszustand ist die negative
Ladung des Sauerstoffes des Substratcarbonyls, des ,Oxyanions’, in der Oxyanionentasche
durch zwei NH-Gruppen des Proteinriickgrates, stabilisiert. Das am Histidin lokalisierte
Proton wird anschlieBend auf das Sauerstoff der Abgangsgruppe des Substrates iibertragen,
wodurch die Alkoholfraktion des Produktes entsteht und sich entfernt. Der Acylrest des

Substrates ist in dieser Phase kovalent an das katalytische Serin gebunden. Dieses kovalente
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Abb. 1.4: Reaktionsmechanismus der enzymkatalysierten Lipolyse. [1] Stabilisiert durch die
Aminosduren His und Asp des aktiven Zentrums erfolgt durch das aktive Serin ein nukleophiler Angriff auf
die Carbonylgruppe des Substrates, worauthin nach einem [2] tetraedrischen Ubergangszustand im sog.
»Acylenzym® [3] der Séureanteil des Substrates als kovalentes Zwischenprodukt an das aktive Serin
gebunden ist. Nach einem erneuten nukleophilen Angriff eines Wassermolkiils am Carbonyl-Kohlenstoff
wird das aktive Serin reprotoniert und die Siure l6st sich aus dem aktiven Zentrum. Die beiden
Amidgruppen der Oxyanionentasche stabilisieren den Carbonylsauerstoff des Substrates wihrend der
Reaktion (JAEGER et al., 1999).

Intermediat, das ,,Acyl-Enzym*“ wird im zweiten Schritt der Reaktion durch ein
Wassermolekiil hydrolysiert, welches zuvor wiederum durch Abstraktion eines Protons durch
das katalytische Histidin aktiviert wird. Durch das resultierende OH™ erfihrt der
Carbonylkohlenstoff des Substrates einen erneuten nukleophilen Angriff, dessen
tetraedrischer Ubergangszustand in der gleichen Weise stabilisiert wird, wie im ersten Schritt
der Reaktion. Wird nun das Proton am Histidin auf das katalytische Serin iibertragen, 16st
sich die Acyl-Fraktion vom aktiven Serin und entfernt sich. Das Serin ist somit wieder in
seinem urspriinglichen Zustand und eine neue Reaktion kann stattfinden. Hinweise auf diesen
Mechanismus gaben umfangreiche strukturelle Analysen von Lipasen, die mit spezifischen

Inhibitoren co-kristallisiert wurden (LANG et al., 1998; LONGHI et al., 1997; EGLOFF et al.,
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1995; DEREWENDA et al., 1994b; GROCHULSKI et al., 1994a), aber auch strukturell eng

verwandter Enzyme wie der Haloalkan-dehalogenase (VERSCHEUREN ef al., 1993).

1.6.4. Struktur der Lipasen: Die o/B-Hydrolasefaltung

Strukturell gehoren Lipasen zur Familie der o/B-Hydrolasen, einer groflen und heterogenen
Gruppe von Enzymen, denen ein gemeinsames Faltungsprinzip zu Grunde liegt. Kern dieser
Faltung, die 1992 von OLLIS ef al. entdeckt wurde, ist die sogenannte kanonische o/f-
Hydrolasefaltung (Abb. 1.6). Es handelt sich dabei um eine Anordnung aus einem zentralen
B-Faltblatt, das von sechs a-Helices umgeben ist. Es besteht aus sieben parallelen und einem
antiparallelen B-Strang (B1-f8) und ist in den meisten Fillen in links-Richtung verdrillt,
wobei sich der Grad der Drehung stark unterschiedlich sein kann. Ebenso unterschiedlich ist
die rdumliche Anordnung der umgebenden o-Helices (aA-aE). In einigen Féllen fehlen
manche Helices génzlich, aC ist jedoch relativ konserviert. Sie spielt vermutlich eine
wichtige Rolle bei der korrekten Positionierung des Nukleophils - Serin, Cystein oder

Aspartat - im aktiven Zentrum.

Abb.1.6: Die kanonische o/p-Hydrolasefaltung.

Das Nukleophil ist stets an einer duBerst stark gekriimmten, rigiden Schleife des Riickgrates
direkt im Anschluss an B5 lokalisiert, dem sogenannten ,,Nukleophilen Ellenbogen®, ein
»strand-turn-helix““- Motiv. Durch die hohe Rigiditit dieses Motivs wird das Nukleophil in
energetisch ungiinstigen Torsionswinkeln gehalten und die benachbarten Aminosduren sind

dadurch sterisch stark eingeschriankt. Der Nukleophile Ellenbogen ist weiterhin mitbeteiligt
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an der Ausbildung der Oxyanionentasche, die iiblicherweise von zwei Stickstoffatomen
gebildet wird, von denen eines der Aminosdure entstammt, die dem Nukleophil in der
Sequenz nachfolgt, das andere zu einer Aminosdure gehort, die in den meisten Féllen
zwischen oA und B3 liegt. Die Sdurefunktion der katalytischen Triade wird zumeist von
einem Aspartatrest ausgeiibt, der sich hinter dem Strang f7 befindet. Dritte Aminoséure der
Triade ist ein hoch konserviertes Histidin, dessen Position sich jedoch von Vertreter zu
Vertreter unterscheiden kann.

Die genannten Merkmale verbinden die o/B-Hydrolasen wie eine Art kleinster gemeinsamer
Nenner, d.h. dies sind die Strukturelemente, die die meisten der Vertreter dieser Enzyme
gemeinsam haben. Dariiber hinaus unterscheiden sich die o/B-Hydrolasen aber durch
unterschiedlich viele, teils groe Insertionen, die in manchen Féllen sogar ganze Dominen
bilden und jedem Enzym ihre charakteristischen Funktionen verleihen (HEIKINHEIMO et al.,
1999; NARDINI & DIJKSTRA, 1999).

Die Faltung ist Basis fiir Enzyme verschiedenster Substratspezifititen. So findet man sie
nicht nur bei Lipasen und Esterasen, sondern auch bei Dehalogenasen, Epoxidhydrolasen,
vielen Proteasen, Thioesterasen, Peptidasen, sowie bei einigen nicht-enzymatischen Proteinen
(RENAULT et al., 2005). Seit der Entdeckung dieser Faltung 1992 wurden Vertreter dieser
Strukturfamilie in der Datenbank ESTHER gesammelt (HOTELIER et al., 2004). Zum
gegenwartigen Zeitpunkt enthilt sie 14.335 Eintrdge, die sich in insgesamt 90 Unterfamilien
gliedern. Strukturell aufgeklidrt wurden bislang 145 Proteinen aus 41 Unterfamilien. Auch

sind viele Proteine noch unbekannter Funktion in der Datenbank enthalten.

1.6.5. Die Bedeutung der Deckelstruktur von Lipasen

Der Grund fiir das spezielle kinetische Verhalten der Lipasen (1.6.2) wurde erst aufgeklart,
nachdem ab 1990 die ersten Molekiilstrukturen von Lipasen mittels Rontgenkristallographie
aufgeklart wurden (GROCHULSKI ef al., 1994a; LAWSON ef al., 1994; VAN TILBEURGH et al.,
1993; BRZOZOWSKI et al., 1991; WINKLER, F. K. et al., 1990). Es zeigte sich, dass sich in
direkter Nédhe des aktiven Zentrums eine Peptidschleife (loop) befindet, die in Abwesenheit
eines Substratmolekiils iiber dem aktiven Zentrum liegt und dieses verdeckt (Abb. 1.7). In
Kristallstrukturen, in denen sich ein komplexierter Inhibitor im aktiven Zentrum befand, der
zur Simulation des Ubergangszustandes des Substrates diente, lag dieser loop in einer
verdnderten Konformation vor, das aktive Zentrum lag frei und rundherum war eine grofle

hydrophobe Fliche exponiert. Die Rontgenkristallographischen Untersuchungen zeigten
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weiterhin, dass dieser Loop bei einigen Lipasen sehr flexibel geartet (DEREWENDA et al.,
1994a; GROCHULSKI et al., 1994b). MARTINELLE und HULT postulierten darauthin, dass sich
Lipasen in zwei Zustinden — gedffnet und geschlossen — befinden konnen, die sich im
Gleichgewicht miteinander befinden.

Liegt jedoch eine Interphase und somit eine vorwiegend hydrophobe Umgebung vor,
verschiebt sich das Gleichgewicht in Richtung der offenen Konformation, in der die grof3e
hydrophobe Fliche rund um das aktive Zentrum exponiert ist. Die mobile Peptidschleife
funktioniert bei der Liplyse also wie eine Art Deckel (eng.: lid), der sich je nach
Beschaffenheit der Umgebung 6ffnet und schlief8t (vgl. 1.6.3)

A B

Abb. 1.7: Die Struktur der katalytischen Domiine der humanen Pankreas-Lipase in (A) geschlossener und
(B) geodffneter Konformation. Der sog. Deckel der Lipase ist in hellblau dargestellt. In geschlossener
Konformation schirmt er das aktive Zentrum (AZ) gegen die Umgebung ab (WINKLER, F. K. ef al., 1990).

Im Zuge der Charakterisierung weiterer Lipasen und Aufkldrung ihrer molekularen
Strukturen wurden jedoch auch solche gefunden, die zwar eine Deckelstruktur besalBen,
jedoch keine (THIRSTRUP et al., 1994; JAEGER et al., 1993; LESUISSE ef al., 1993), oder sogar
substratabhéngige Interphasenaktivierung (VAN OORT et al., 1989) aufwiesen, ihrem
Substratspektrum nach jedoch eindeutig den Lipasen zugeordnet werden mussten. Weiterhin
wurden Lipasen gefunden, denen die charakteristische Deckelstruktur gédnzlich fehlte (VAN
POUDEROYEN et al., 2001; UPPENBERG et al., 1994; HIORTH et al., 1993). Zur Definition von
Lipasen wurde daher von VERGER 1997 vorgeschlagen, das Substratspektrum als Kriterium

zu nutzen und so Lipasen als solche Enzyme zu definieren, die langkettige Acylglycerole mit
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12 oder mehr Kohlenstoffatomen in der Acylkette hydrolysieren konnen. Die Funktion der
Deckelstruktur blieb dabei jedoch unbeachtet Die Definition von VERGER ist heute die am
weitesten verbreitete, eine eindeutige und endgiiltige offizielle Festlegung erfolgte jedoch

bislang nicht.

1.6.6. Die Lipase A aus Bacillus subtilis

Die Bacillus subtilis Lipase A (BSLA) wurde erstmals beschrieben von DARTOIS ef al. (1992).
2001 wurde sie von EGGERT et al. gereinigt und biochemisch charakterisiert. Thre Struktur
konnte noch im selben Jahr durch VAN POUDEROYEN ef al. aufgekliart werden (Abb. 1.8). Die
BSLA ist hat eine weitgehend globuldre Form. Ihre katalytische Triade wird von den
Aminosduren Ser77, Aspl33 und His156 gebildet, die Oxyanionentasche von Ile12 und
Met78. Sie gilt bis heute in vielerlei Hinsicht als Besonderheit, da sie (1) mit einem
Molekulargewicht von nur 19,3 kDa und nur 181 Aminoséuren die kleinste der derzeit
bekannten Lipasen ist. Sie besitzt (2) im Gegensatz zu den meisten anderen Lipasen keine

Deckelstruktur und ist daher auch nicht Interphasen-aktivierbar (LESUISSE et al., 1993). Das

A B kanonisches o/B-Hydrolase-Faltungsmuster

Nucleophil Saure Histidin

Bl B2 P4 oA B3 aB PS5 aC P6 oD B7 oF B8 oF
S D H

N

Faltungsmuster der B.subtilis Lipase A

Abb. 1.8: Die Struktur der Bacillus subtilis Lipase A (BSLA): A: Die Kristallstruktur der BSLA nach van
Pouderoyen et al. (2001). Das zentrale B -Faltblatt (gelbe Pfeile) ist umgeben von «a -Helices (dargestellt als
rote Windungen). B: Vergleichende Darstellung der Sekundirstrukturelemente der BSLA und der kanonischen
a /B -Hydrolasefaltung.
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Ser77 des aktiven Zentrums ist oberflichenlokalisiert und 16sungsmittelzuginglich. In dem
hoch konservierten Lipase-Konsensusmotiv G-X-S-X-G des aktiven Zentrums ist (3) bei der
BSLA das erste Glycin gegen ein Alanin substituiert. Sie enthélt (4) keine Cysteine und ist
daher ohne Disulfidbriicken stabil. Die wohl bemerkenswerteste Besonderheit aus
struktureller Sicht ist jedoch (5), dass ihr, verglichen mit der kanonischen o/f-
Hydrolasefaltung, die Strange 1 und B2 fehlen, die Helix aD durch eine einzelne helicale
Windung substitutiert und weiterhin oE stark verkiirzt ist (). Die BSLA enthélt damit sogar
weniger Strukturelemente als die kanonische Faltung und wird daher auch als ,,minimale o/f-
Hydrolase* bezeichnet (VAN POUDEROYEN et al., 2001). Diese Eigenschaft macht sie zu
einem &dullerst interessanten Ausgangspunkt fiir die Untersuchung von Struktur-Funktions-
Beziehungen in a/B-Hydrolasen, da sie quasi als eine Art Grundform betrachtet werden kann.
In den letzten Jahren wurde die BSLA eingehend hinsichtlich ihrer biochemischen
Eigenschaften und ihrem biotechnologischen Potential untersucht (EGGERT et al., 2002). Sie
weist maximale Aktivitit gegeniiber Substraten mit mittellangen Fettsduren (C8) auf, zeigt
jedoch auch Aktivitit gegeniiber sn-/ und sn-3 Glycerolestern mit langen
Fettsdureseitenketten, weshalb sie als echte Lipase charakterisiert wurde (LESUISSE ef al.,
1993). Ferner diente es in mehreren Arbeiten zur gerichteten Evolution von
Enantioselektivitdt sowie zur Entwicklung neuer Methoden der gerichteten Evolution als
Modellenzym. Im Zuge dessen konnte gezeigt werden, dass das Enzym Enantioseleketivitit
gegeniiber verschiedenen Substraten aufweist, und somit fiir die Produktion chiraler Alkohole
biotechnologisch interessant ist (DETRY ef al., 2006; FUNKE et al., 2005; FUNKE et al., 2003).
Aufgrund seiner geringen Grofle konnte es weiterhin erfolgreich fiir Selektionsverfahren

mittels Phage-Display verwendet werden (DROGE ef al., 2006).

1.6.7. Die Lipase A aus Pseudomonas aeruginosa

Die Lipase A aus Pseudomonas aeruginosa (PAL) gehort mit einem Molekulargewicht von
29 kDa bereits zu den grofleren bakteriellen Lipasen und wird in die Familie 1.2 nach
ARPIGNY & JAEGER (1999) eingeordnet. Sie ist weitgehend globuldr geformt und besteht aus
285 Aminosiuren, denen zunéchst ein 26 Aminosduren zidhlendes Propeptid vorgelagert ist,
das bei Sekretion iiber den Typll Sekretionsweg abgespalten wird. Dabei spielt die lipase-
spezifische Foldase LipH, die zusammen mit LipA in einem bicistronischen Operon in
P. aeruginosa codiert wird, eine essentielle Rolle fiir die Faltung der Lipase in ihre aktive

Konformation (ROSENAU ef al., 2004). Ohne dieses Helfer-Enzym bleibt die Lipase inaktiv,
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was die Moglichkeiten zur Expression im heterologen Wirt stark einschrinkt. Abb. 1.9 zeigt
die Kiristallstruktur der PAL in offener Konformation, die von NARDINI et al. (2000)
aufgeklirt wurde. Sie besteht aus einem Kern, der nach dem o/B-Hydrolase-Faltungsprinzip
strukturiert ist und aus einem fiinf-stringigen, zentralen B-Falblatt besteht, flankiert von vier
a-Helices. Wie auch der BSLA fehlen der PAL verglichen mit der kanonischen o/f-
Hydrolasefaltung die ersten beiden B-Strange 1 und 2 der kanonischen Faltung. Zusétzlich
zu diesem Kern sind jedoch im Gegensatz zur Bacillus subtilis Lipase A eine Reihe weiterer
Strukturelemente vorhanden. So bilden die Helices a4, a5, a6 und a8 eine Art Uberbau, der
die Cavitdt des aktiven Zentrums formt und mafBigeblich an der Substratbindung beteiligt ist.
Die Aminosduren des aktiven Zentrums sind Ser82, das am nukleophilen Ellenbogen
lokalisiert ist, sowie Asp229 und His251. Die PAL weist weiterhin eine Disulfidbriicke
zwischen Cysl183 und Cys235 auf. Der Helix a5 wird die Funktion des Deckels
zugeschrieben, wobei jedoch festzustellen ist, dass bei der PAL Interphasenaktivierbarkeit

bislang nur nach Expression in heterologen Wirtssystemen wie z.B. Streptomyces lividans

kanonisches a/B-Hydrolase-Faltungsmuster

A

Deckelhelix

Nukleophil Saure Histidin

ad oS b

B4 al B3 a2 B5 o3 P6 o7 o8 P8 G2
Gl B7 B8 09

Faltungsmuster der P. aeruginosa Lipase A

Abb. 1.9: Die Struktur der Pseudomonas aeruginosa Lipase A (PAL). A: Die Kristallstruktur nach
NARDINI et al. (2000) in der offenen Konformation. Das zentrale B-Faltblatt (gelb) ist deutlich zu erkennen
und umgeben von vier a-Helices (rot). Uber dieser Basis sind die iibrigen Helices zu einem komplexen, das
aktive Zentrum (AZ) flankierenden Uberbau angeordnet, von denen die groBte die Helix a5 ist, die als
Deckelhelix bezeichnet wird. AZ markiert das aktive Zentrum und den nukleophilen Ellenbogen, an dem das
Nukleophil Ser8 lokalisiert ist. B: Anordnung der Sekundérstrukturelemente der kanonischen Faltung im
Vergleich zur deutlich komplexeren Sekundirstruktur der PAL
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beobachtet werden konnte (LIEBETON, 1999) was hochstwahrscheinlich mit ihrer starken
Assoziation mit Lipopolysaccharid (LPS) bei Expression in P. aeruginosa zusammenhéangt
(STUER et al., 1986).

Die PAL war in den letzten Jahren Gegenstand intensiver Forschungsbemiihungen zur
Aufklidrung des katalytischen Mechanismus Enantioselektivitit von Lipasen, sowie zur
Etablierung neuer Methoden der gerichteten Evolution (REETZ et al., 2005; BOCOLA et al.,
2004; REETZ, 2004, 2001; LIEBETON et al., 2000).

1.7. Ziele dieser Arbeit

Die BSLA ist in ihrer Eigenschaft als minimale o/pB-Hydrolase ein besonders interessanter
Vertreter zur Untersuchung von Struktur-Funktions-Beziehungen von o/B-Hydrolasen. Sie
weist hohe Strukturhomologie zur Cutinase (197 AS) aus Fusarium solani pisi und zur
Acetylxylan Esterase aus Penicillium purpurogenum (207 AS) die beide nur wenig grofler
sind als die BSLA. Allen Dreien fehlt der fiir Lipasen charakteristische Deckel und die damit
verbundene Interphasenaktivierungskinetik. Die /oops im Deckelbereich oberhalb des aktiven
Zentrums sind bei der Cutinase und der Acetylxylan-Esterase jedoch im Vergleich zur BSLA
etwas linger. Bei Homologievergleichen fielen auch Ahnlichkeiten zu groBeren Lipasen wie
der katalytischen Doméne der humanen Pankreas-Lipase (HPL) und der Lipase B aus
Candida antarctica (CALB) auf, die wiederum ihrerseits ausgeprigte Deckelstrukturen und
viele weitere zusitzliche Elemente enthalten, deren Funktionen vielfach im Detail ungeklart
sind. Es liegt der Schluss nahe, dass erst solche weiteren Strukturelemente den einzelnen ao/f-

Hydrolasen ihre spezifischen Funktionen verleihen.

Im Rahmen von Versuchen zur in vitro Evolution von Proteinen sollte nun die minimale o/f-
Hydrolase Bacillus subtilis LipA als Grundgeriist fiir die Insertion weiterer Strukturmerkmale
benutzt werden, um zu untersuchen, welchen Einfluss diese auf die Funktion des Enzyms
haben. Da Evolution in der Natur héufig durch Rekombination homologer DNA-Bereiche
erfolgt, sollten nicht vollig willkiirliche Insertionen erfolgen, sondern zundchst ein auf
struktureller Homologie basierender Ansatz verfolgt werden, der sich an verwandten o/B-
Hydrolasen orientierte. Homologe /loops aus den Deckelregionen der Cutinase, der
Acetylxlyanesterase sowie der katalytischen Doméne der humanen Pankreas-Lipase wurden

mittels Megaprimer-PCR an ihrer jeweils homologen Position in die BSLA inseriert.
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Ziel dieser Arbeit war, die dabei verringerten Aktivititen durch Methoden der gerichteten
Evolution wieder zu steigern und wenn moglich, dem Wildtyp anzugleichen. Neben der
biochemischen Charakterisierung der Varianten sollten die durch die Insertionen
verursachten Verdnderungen der Enzymeigenschaften dabei eingehend untersucht werden. In
einem komplementdren Ansatz dazu sollte die ausgeprigte Deckelstruktur der sehr viel
komplexeren Lipase A aus Pseudomonas aeruginosa (PAL) deletiert und die entstehenden
Varianten ebenfalls auf Aktivitit untersucht, charakterisiert und gegebenenfalls durch
gerichtete Evolution reaktiviert werden. Weiteres Ziel dieser Versuche war es, die Flexibilitdt
der o/B-Hydrolasefaltung hinsichtlich groB3er struktureller Verdnderungen zu untersuchen und
damit ihre Eignung fiir die Konstruktion einer Art Baukastensystem zu priifen, in welchem
strukturierte  Elemente von  o/f-Hydrolasen zur gezielten Verdnderung von
Enzymeigenschaften wie Substratspezifitit oder Enantioselektivitdt mit einem minimalen
Grundgeriist kombiniert werden kdnnen. Es kamen dabei sowohl Methoden des Rationalen

Designs als auch der gerichteten Evolution zum Einsatz.

Weiterhin sollten in Kooperation mit den Arbeitskreisen von Prof. Dr. M. T. Reetz und Prof.
Dr. W. Thiel am MPI fiir Kohlenforschung in Miilheim a.d.R. die fiir die Steigerung der
Enantioselektivitit wesentlichen Mutationen einer in vorangegangenen Arbeiten erzeugten
Mutante (1H8) der Pseudomonas aeruginosa Lipase A durch QM/MM-Methoden
prognostiziert und experimentell ermittelt werden. Diese Arbeit sollte dazu den
experimentellen Beitrag liefern.

Ziel dabei war die Aufklirung molekularer Mechanismen der enzymkatalysierten Lipolyse
durch o/B-Hydrolasen, wobei den Moglichkeiten zur experimentellen Verdnderung der
Substratspezifitdt und der Enantioselektivitidt dieser Enzyme besonderes Interesse gelten

sollte.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Chemikalien und Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Enzyme wurden von den im Folgenden
aufgelisteten Firmen in p. A.-Qualitédt bezogen.

Antibiotika:
SERVA (Heidelberg), SIGMA-ALDRICH (Taufkirchen)

Chemikalien:
FLUKA (Sternheim), MERCK (Darmstadt), MERCK (Karlsruhe), SIGMA-ALDRICH (Tauf-
kirchen), DIFCO (Detroit, USA), ROCHE (Grenzach), ROTH (Karlsruhe).

Enzyme:

Lysozym: SIGMA-ALDRICH (Taufkirchen);

DNA-Polymerasen: Pfu-DNA-Polymerase, Turbo-Pfu-Polymerase: STRATAGENE (Heidel-
berg), Tag-DNA-Polymerase: MGI-FERMENTAS (St. Leon-Roth), Tag-Goldstar Polymerase:
EUROGENTEC (Seraing, Belgien), T7 DNA-Polymerase: MGI-FERMENTAS (St. Leon-Roth),
Restriktionsendo-nukleasen: MGI-FERMENTAS (St. Leon-Roth), NEwW ENGLAND BIOLABS
(Beverly, USA), ROCHE-APPLIED SCIENCE (Mannheim),

T4 DNA-Ligase: MGI-FERMENTAS (St. Leon-Roth), ROCHE-APPLIED SCIENCE (Mannheim),
S1-Nuklease: ROCHE-APPLIED SCIENCE (Mannheim).

2.2.  Lipase-Substrate

para-Nitrophenyl-butyrat, -valerat, -caproat, -caprylat, -capronat, -laurat, -myristat, -palmitat
und —stearat wurden von der Firma SIGMA-ALDRICH (Taufkirchen) bezogen. Die in Tabelle
2.1 aufgelisteten para-Nitrophenyl-Ester sind nicht kommerziell erhiltlich, sondern wurden
in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Reetz am Max-Planck-Institut fiir Kohlenforschung in
Miilheim a. d. R. von M. Hermes und J. D. Carballeira synthetisiert und fiir diese Arbeit
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.
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Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten nicht kommerziell erhiltlichen Substrate
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Benzoesédure-4-nitrophenylester

4-Nitrophenyl 2-(6-methoxy-naphtalen-2-yl)-propanoat
[Naproxen-ester]

4-Nitrophenyl 2-(4-isobutyl-phenyl)-propanoat
[Ibuprofen-ester]

4-Nitrophenyl 2-phenylpropanoat

4-Nitrophenyl 2-phenylbutanoat

4-Nitrophenyl 2,2-diphenylacetat

4-Nitrophenyl Cyclohexancarboxylat

4-Nitrophenyl 2-ethylhexanoat

4-Nitrophenyl-adamantan-carboxylat

4-Nitrophenyl 1-naphtoat

4-Nitrophenyl 2-naphthoat

4-Nitrophenyl 3-benzoylbenzoat
[Ketoprofen-ester]

(R)-und (S)-4-Nitrophenyl-2-Methyldekanoat

32



MATERIAL UND METHODEN

2.3. Bakterienstimme und Plasmide

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme, Vektoren und Plasmide sind in
den Tabellen 2.2 und 2.3 aufgelistet.

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme

Bakterienstamm Genotyp Referenz und Bezugsquelle

el4-(McrA-) recAl endAl gyrA96 thi-1 BULLOCK et al. (1987)
E. coli XL1Blue hsdR17(rK- mK+) supE44 relA1 D(lac- )
prodB) [F’ traD36 proAB laclgZDM15] ~ STRATAGENE (Heidelberg)

STUDIER & MOFFAT (1986)

E. coli BL21(DE3) F dem ompT hsdS(rg” my’) gal A(DE3)
NOVAGEN (Madison, USA)

AlipA/lipH; chromosomal integrierte

P. aeruginosa PABSTT.1 D180-Tet' lacl®, T7-RNA-Polymerase

SCHNEIDINGER (1997)

Tabelle 2.3: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Vektoren und Plasmide

Vektoren fiir E. coli genetische Marken Referenz und Bezugsquelle
pET19b ColE1 PT7®10laclq Ampr ,,His-Tag” NOVAGEN (Madison, USA)
SET22b(+) S}OIE_IT :;723 IL (;lradq pelB-Signalsequenz NOVAGEN (Madison, USA)
pUCI8 ColE1 Py, lacZ’Amp" Y ANISCH-PERRON et al. (1985)
pUCI19 ColE1 Py, lacZ’Amp" Y ANISCH-PERRON et al. (1985)

Vektoren mit weitem Wirtsbereich

pUCPKS ColE1 P1¢10 Prac SF Amp"® Watson et al. (1996)

pBBRIMCS lacZa Cm'" rep mob Kovach et al. (1994)

rekombinante Plasmide

pUCI18 mit 563 bp lipA-PCR-Fragment = EGGERT et al. (2001); FUNKE et al.

pUlipA (ohne Signalsequenz) (2003)

pET22b(+) mit 557 bp EcoRV/Sacl-
pET22lipA Fragment aus pUlipA (pelB-lipA-Fusion,
Pj..-kontrolliert).

EGGERT et al. (2001); FUNKE et al.
(2003)

pET22b(+) mit 557 bp EcoRV/Sacl
pET22lipA Fragment aus pUlipA (pelB-lipA-Fusion,
Pja. -kontrolliert).

EGGERT et al. (2001); FUNKE et al.
(2003)

33



MATERIAL UND METHODEN

pET22b mit /ipA+Cutinase-

pET22Cutilip Deckelsequenz (Misl/Hindlll-kloniert) EGGERT et al. (2004)
pET22b mit Misl/Hindlll-Fragment
pET22Axelip lipA+ Acetylxylan- esterase- EGGERT et al. (2004)
Deckelsequenz
pET22lipA mit lipA+Human-Pancreas-
pET22HPlip Lipase —Deckelsequenz BshTI/Hindlll- ~ EGGERT et al. (2004)
kloniert)
. pET19b mit 549bp Ndel/Xhol lipA —
PETI9WTlipA PCR-Fragment, ohne Signalsequenz FUNKE et al. (2003)
o pET19b mit Ndel/Xhol Cutilip — PCR- . .
PET19Cutilip Fragment, ohne Signalsequenz diese Arbeit
pET19b mit Ndel/Xhol HP
pET19Axelip ) diese Arbeit
lip — PCR-Fragment, ohne Signalsequenz
. pET19b mit Ndel/Xhol Cutilip — PCR- . .
PETI9HPlip Fragment, ohne Signalsequenz diese Arbeit
pET22-C8D12 pET22Cutilip Punktmutante N91D diese Arbeit
pET22-C9G4 pET22Cutilip Punktmutante Y148H diese Arbeit
pET22-C12F1 pET22Cutilip Punktmutante N91S diese Arbeit
pET22-C14E9 pET22Cutilip Punktmutante L123P diese Arbeit
pET22-H1H2 pET22HPlip Punktmutante F17S, N94D  diese Arbeit
pET22-H4G7 pET22HPlip Punktmutante F17Y diese Arbeit
pET22-H13C8 pET22HPlip Punktmutante K156E diese Arbeit
pET22-H13Dl1 pET22HPlip Punktmutante N157D diese Arbeit
pET19-C8D12 pET19Cutilip Punktmutante N91D diese Arbeit
pET19-C9G4 pET19Cutilip Punktmutante Y148H diese Arbeit
pET19-C12F1 pET19Cutilip Punktmutante N91S diese Arbeit
pET19-C14E9 pET19Cutilip Punktmutante L123P diese Arbeit
pET19-H1H2 pET19HPlip Punktmutante F17S, N94D  diese Arbeit
pET19-H4G7 pET19HPlip Punktmutante F17Y diese Arbeit
pET19-H13C8 pET19HPlip Punktmutante K156E diese Arbeit
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pET19-H13Dl1 pET19HPlip Punktmutante N157D diese Arbeit
pET19-F17Y pET19Cutilip Punktmutante F17Y diese Arbeit
pET19Cutilip Punktmutante . .
pET19-F17L/A42V/N91S F17L/A42V/NO1S diese Arbeit
i pET19Cutilip Punktmutante . .
pET19-N91S/N175H NO1S/N175H diese Arbeit
pET19-N98Y pET19Cutilip Punktmutante N98Y diese Arbeit
pET19Cutilip Punktmutante . .
pET19-S32P/V63A/N91S S30P/V63A/NOIS diese Arbeit
pET19-N91D pET19Cutilip Punktmutante N91D diese Arbeit
pET19-N91V pET19Cutilip Punktmutante N91V diese Arbeit
pET19-N91L pET19Cutilip Punktmutante N91L diese Arbeit
pET19Cutilip Punktmutante . .
pET19-F17A/Y148H F17A/Y 148H diese Arbeit
pET19Cutilip Punktmutante . .
pET19- F17S/Y148H F17S/Y 148H diese Arbeit
pET19Cutilip Punktmutante . .
pET19-N91W/L123P NOTW/L123P diese Arbeit
pET19Cutilip Punktmutante . .
pET19-N91V/Y 148H NO1V/Y148H diese Arbeit
pET19HPlip Punktmutante . .
pET19-F17Y/K35R/N94D F17Y/K35R/N94D diese Arbeit
pET19Cutilip Punktmutante . .
pET19-F17S/N157D F17S/N157D diese Arbeit
pET19-F17S/K156E pET19Cutilip Punktmutante F17S/K156E diese Arbeit
pET19- pET19Cutilip Punktmutante diese Arbeit
F17S/N94D/N120S/1162V/V163E  F17S/N94D/N120S/1162V/V163E
i pET19Cutilip Punktmutante . .
pET19-F17S/N94D/V163A F17S/N94D/V163A diese Arbeit
pET19Cutilip Punktmutante . .
pET19-F17Y/M137L F17Y/MI137L diese Arbeit
pUCPL6A pUCPL7A, AfIII1, T4Pol., religiert, A515 LIEBETON (1999)

bp
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1171 EcoRV-Fragment aus pPBGAT-in

pUCPL6A-RFA SUCPLGA

Diplomarbeit S. HAUSMANN (2004)

pUCPL6A-PALdel lid pUCPL6A, LipAAI117-L163 diese Arbeit

pUCPLO6A, LipAAI117-L163 ersetzt

pUCPL6A-PALGIly117 durch singulres Gly an Pos117 diese Arbeit
pUCPL6A-PALrd117 gfgf si?gl l;‘% Sattigungscodon NNS 4.0 Arbeit
pUCPL6A-PALIid1 pUCPL6A, AT121-T152 diese Arbeit
pUCPL6A-PALrdlid PUCPL6A, AII21-T152, Sattigungs- g5 A rpeit

codons NNS an Positionen 122-124

24. Verwendete Gerite und Software

PCR: Mastercycler Gradient und Mastercycler ep gradient EPPENDORF (Hamburg)
Agarosegelelektrophoresekammern: iMupid Gel System, HELIXX TECHNOLOGIES
(Scarborough, Kanada);

Elektroporatoration: MicroPulser BIO-RAD (Miinchen)

Kulturschiittler und Inkubatoren: HT-INFORS

Zellaufschluss/Ultraschall: Ultraturrax T25 basic, IKA LABORATORIES (Staufen)
Microtiterplattenschiittler: EDMUND-BUHLER GMBH (Hechingen)

Pickroboter: GENETIX Qpix (New Milton, UK)

Pipettierroboter: TECAN Genesis Workstation 200, Software: FACTS, Gemini, Magellan,
TECAN (Mannedorf, Schweiz)

Microtiterplattenphotometer: Spektramax 250; Software: SOFTmaxPro Vers.3.2.1
MOLECULAR DEVICES/MDS ANALYTICAL TECHNOLOGIES (Toronto, Kanada)
SDS-PAGE: vertikales System ,,Mini-Protean* BIO-RAD (Miinchen)

2.5. Oligonukleotide und PCR-Primer

Samtliche in dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide und Primer wurden HPLC-gereinigt
und lyophilisiert von der Firma THERMO-ELECTRON-CORPORATION (Ulm) iiber online-
Bestellverfahren bezogen (http://www.thermohybaid.de/cgi-bin/oligos-new/order.py). Zur
Verwendung wurden sie in einer Konzentration von 100 pmol/ul in A. dest. gelost, die
Lagerung erfolgte bei -20 °C.

2.6.  Anzucht, Kultivierung und Lagerung von Bakterien

2.6.1. Nihrmedien

Fliissigmedien:
LB-Medium: 10 g/L Trypton, 10 g/L Natriumchlorid, 5 g/l Hefeextrakt in A. dest.
LB/M9-Medium: 500 ml 2-fach-konzentriertes LB-Medium versetzt mit

100 ml M9-Losung 1: 40 g/L Glucose

10 ml M9-Losung 2: 25 g/ MgSOy4

10 ml M9-Ldosung 3: 2 g/L CaCl, x 2 H,O
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100 ml M9-Lésung 4: 70 g/L Na,HPOy, 30 g/L KH,PO4, 10 g/ NH4CI, 5 g/L NaCl
ad. 1 L A. dest.

TB-Medium, pH 7,5: 12 g/L Trypton, 24 g/L Hefeextrakt, 100 ml/L 10-fach konzentrierter
Kpi-Puffer.

10-fach konz. Kpi-Puffer (0,17 M KH>PO,, 0,72 M K;HPO,):
23 g/L KH,PO4, 164 g/L K,HPO, in A. dest. 16sen.

Festmedien:

Fiir Kulturen auf Festmedium wurde LB-Medium mit 15 g/ Agar-Agar (Roth) versetzt,
autoklaviert, bei Bedarf nach Abkiihlung mit Antibiotikum versetzt und anschlieBend in
Petrischalen gegossen. Sobald das Medium erstarrt ist, konnen Agarplatten bei 4 °C {iiber
mehrere Wochen gelagert werden.

2.6.2. Anzucht und Kultivierung

Fliissig-Kulturen von Escherichia coli wurden, sofern nicht anders angegeben, in LB-
Medium bei 37 °C und in Erlenmeyerkolben unter stindigem Schiitteln inkubiert.
Pseudomonas aeruginosa wurde standardmaBig in 2-fach konzentriertem LB-Medium bei
30 °C fiir ebenfalls unter Schiitteln kultiviert. Plasmid-tragende Stimme wurden dabei stets
durch Zugabe des entsprechenden Antibiotikums in der optimalen Konzentration (Tab. 2.4)
unter Selektionsdruck gehalten.

Tabelle 2.4: Verwendete Antibiotika und ihre optimalen Konzentrationen

Antibiotikum Konzentration im Kulturmedium (pg/ml)
Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa

Ampicillin 100 -

Carbenicillin 100 400

Chloramphenicol 50 300

Tetracyclin 25 100

Fliissigkulturen bis zu einem Volumen von 5 ml wurden im Reagenzglas auf dem Brutroller
angezogen. Fliissigkulturen groBerer Volumina wurden im Erlenmeyerkolben auf einem
Brutschiittler (GFL, Burgwedel) bei 150 UpM bebriitet. Das Verhiltnis zwischen
Kulturvolumen und Volumen des verwendeten Erlenmeyerkolbens entsprach fiir 1L-Kulturen
1:5, fiir kleinere Kulturen 1:10. Ubernachtkulturen wurden mindestens 16 h kultiviert.
Hauptkulturen wurden jeweils aus einer Ubernachtkultur mit 1/100 Volumen angeimpft.

Kulturen auf Festmedium wurden auf LB-Agarplatten ausgestrichen und bei 37 °C fiir ca.
16 h inkubiert, bzw. solange, bis sich deutlich erkennbare Kolonien gebildet hatten.

2.6.3. Anzuchtim Hochdurchsatzverfahren

Kulturen flir Aktivitdtsscreening im Hochdurchsatz (HTS) wurden zu je 1 ml Volumen in
Deepwell-Mikrotiterplatten im 96er-Format (96-DW-Masterblock 2 ml, EinzelgefaBvolumen
je 2 ml (GREINER B10-ONE, Frickenhausen)) bei 37 °C im Mikrotiterplattenschiittler (TiMix 5,
EDpMUND BUHLER GMBH, Hechingen) bei 800 rpm angezogen (vgl. 2.19). Die Beimpfung der
Kulturen erfolgte automatisiert von Festmedium (vgl. hierzu 2.19.).
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2.6.4. Lagerung

Bakterienkulturen auf LB-Agarplatten wurden mit Parafilm (PECHINEY, Chicago, USA)
verschlossen und je nach Bakterienstamm und seiner Funktion bei 4 °C max. 4 Wochen
gelagert. Zur dauerhaften Lagerung wurden Gefrierkulturen angelegt, indem 1 ml
Flissigkultur mit 20-40 % Glycerin (alternativ 75 pl Dimethylsulfoxid) versetzt und in Kryo-
GefdBen (NUNC, Wiesbaden) bei -80 °C eingefroren wurden.

2.7. Isolierung von Nukleinséiuren

Die Isolierung von Plasmid-DNA wurde nach der von BIRNBOIM & DOLY (1979)
beschriebenen Methode der alkalischen Lyse oder unter Verwendung von Plasmid-
isolationskits der Firma QIAGEN (Hilden) oder des Perfectprep Plasmid Mini-Kit
(EPPENDORF, Hamburg) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Konzentration von DNA-
Priperationen wurde durch analytische Gelelektrophorese (2.8) bestimmt.

2.8. Gelelektrophorese von Nukleinsiuren

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Analyse von DNA und der gezielten Isolierung
von DNA-Fragmenten im ,,iMupid mini gel system* der Firma EUROGENTEC (K&ln)
durchgefiihrt. Dabei wurde im Wesentlichen nach der von SAMBROCK et al. 1989
beschriebenen Methode vorgegangen. Als Elektrophoresepuffer wurde 0,5 x TBE (45 mM
Tris-Base; 45 mM Borat; 1,25 mM EDTA; pH 8,3) benutzt. Als GroBenstandard fiir die
DNA-Banden wurde, soweit nicht anders bezeichnet, die , 1 kb-ladder der Firma
INVITROGEN (Karlsruhe) verwendet. Die Dokumentation der Gelelektrophorese-Ergebnisse
erfolgte im Videodokumentationssystem ,,Gel Jet Imager Plus* der Firma INTAS (Géttingen).
Zur gezielten Isolierung von DNA aus Agarosegelen wurde das ,,Gel-Extraction-Kit* der
Firma Eppendorf (Hamburg) benutzt.

2.9. in vitro-Rekombination von Nukleinsiauren

Die Restriktion und die Ligation von DNA-Fragmenten wurde nach SAMBROCK et al. (1989)
sowie nach den Angaben der Hersteller der jeweiligen Enzyme durchgefiihrt. Die Reaktionen
wurden in den mitgelieferten Puffern durchgefiihrt.

2.10. Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

2.10.1. Hitzeschock-Transformation von E. coli

Die Transformation von E. coli-Zellen durch Hitzeschock erfolgte nach der Methode von
HANAHAN, 1983. Die Menge kompetenter E. coli-Zellen richtete sich dabei nach der Art und
Préaparationsmethode der DNA und lag im Bereich von 10 pl fiir vollstdndige Plasmide bis zu
ca. 100 pl fiir Ligationsansitze. Ligationsansdtze wurden nach Moglichkeit zuvor durch
Dialyse entsalzt, mit A. dest. verdiinnt oder per ,,Gel-Extraction-Kit“ (Eppendorf, Kd&ln)
gereinigt, um die Transformationseffizienz zu erhohen.

2.10.2. Elektroporation von E. coli

Die Elektroporation von E. coli wurde mittels eines MicroPulser (BIORAD, Miinchen) nach
den Vorschriften des Herstellers durchgefiihrt. Transformationskompetenz wurde in diesem
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Falle durch mehrfaches Entsalzen der Zellen, durch waschen der pelletierten Zellen mit
eiskaltem, sterilem A. dest/ 10 % Glycerol. Auch dabei wurden die Empfehlungen des
Herstellers befolgt.

2.10.3. Hitzschock-Transformation von P. aeruginosa

P. aeruginosa-Zellen wurden ebenfalls per Hitzeschock transformiert, wobei hier der
Hitzeschock fiir 3 min bei 50 °C durchgefiihrt wurde. Transformationskompetenz der Zellen
wurde erreicht, indem Zellen der exponentiellen Wuchsphase (ODsgo= 0,3-0,6) dreimal mit
sterilem, eiskalten 150 mM MnCl, gewaschen, anschlieBend in 1/100 Volumen eiskalten
150 mM MnCly/ 20 % Glycerol aufgenommen wurden und bei -80 °C in 100 pl Aliquoten
mindestens 16 h gelagert wurden.

2.11. Amplifikation und Modifikation von Nukleinsiuren durch Polymerase-
Kettenreaktion (PCR)

2.11.1. Standard-PCR

Fiir die reine Amplifikation von DNA zu Klonierungszwecken wurde die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) nach SAIKI et al. (1988) durchgefiihrt. StandardméBig wurden PCR-
Ansdtze mit einem Volumen von 50 pl angesetzt und es wurden die vom jeweiligen
Hersteller der Polymerase mitgelieferten Puffer und Chemikalienzusidtze verwendet, sowie
Primer und Templat-DNA in der vom Hersteller empfohlenen Konzentration (ca. 1 ng
Matrizen-DNA; je 5 pmol Primer, 2,5 U Tag- bzw. 1 U Pfu-Polymerase, je 0,2 mM dNTP).
Der Standard-Temperaturzyklus bestand aus folgenden Schritten und wurde pro PCR 30 Mal
durchlaufen: 1 min Denaturierung bei 95 °C, 1 min Annealing bei 50-60 °C, je nach
Schmelztemperatur der DNA, Elongation bei 72 °C fiir 1 min pro kb der Matrize. Spezielle
Anwendungen der Methode, die auBBer der reinen Amplifikation fiir Klonierungszwecke noch
weitere Funktionen erfiillten, sind im Folgenden beschrieben.

2.11.2. Ortsspezifische Mutagenese

Zur Insertion einer oder mehrerer definierter Mutationen diente die Quikchange®-Methode
nach KUNKEL (1985) (STRATAGENE, Heidelberg) als Orientierung. Dabei wurde als Matrizen-
DNA ausschlieBlich Plasmide verwendet, die zuvor in einem Bakterienstamm mit
funktionierendem Methylierungssystem vervielfiltigt worden war. Die Mutageneseprimer
wurden so gewdhlt, dass sie dieselbe Mutation kodierten, aber zueinander komplementér
waren und so je an homologer Position am kodierenden und nicht-kodierenden Strang der
Matrizen-DNA banden. Es wurde hierbei eine im Vergleich zur Standard-PCR (2.11.1)
hohere Matrizen-DNA Konzentration eingesetzt, um der Eigenkomplementation der Primer
kompetitiv entgegenzuwirken. Die Elongationsphase wurde dabei auf 6 min ausgedehnt und
bei verringerter Temperatur von 68 °C ausgefiihrt, um eine héhere Prozessivitdt der Pfu-
Polymerase zu gewdhrleisten. Auf diese Weise wurde jeder Primer iiber die volle Liange des
Plasmids elongiert und es entstand doppelstringiges, zirkuldres PCR-Produkt. Denaturierung
Annealing erfolgten wie im Standard-PCR-Protoll. Im Anschluss an die Reaktion wurden zu
jedem Ansatz 10 U der Restriktionsendonuklease Dpnl hinzugegeben, welche ausschlie8lich
methylierte DNA hydrolysierte und so die Matrizen-DNA (Wildtyp) fragmentierte, das nicht-
methylierte PCR-Produkt jedoch nicht tangierte. Dieses konnte anschlieBend direkt in E. coli
transformiert werden. Sollten mehrere Mutationen in ein Gen inseriert werden, wurden
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mehrere Quikchange-Reaktionen nacheinander durchgefiihrt. Das Vorhandensein der
gewlinschten Mutation wurde anschliefend durch Sequenzierung der DNA nachgewiesen.

2.11.3. Sittigungsmutagenese

Sattigungsmutagenesen wurden durchgefiihrt, um ein bestimmtes Basen-Triplett vollstindig
zu mutagenisieren und so im Austausch gegen die Wildtyp-Aminosdure simtliche anderen
natiirlichen Aminosiuren an dieser Position in das Zielprotein einzubauen. Hierzu wurde die
von SARKAR & SOMMER (1990) beschriebene Methode der ,,Megaprimer“-PCR angewandt.
Dabei wurde in einer ersten PCR-Standard-Reaktion (s. 2.11.1) zur Herstellung des sog.
Megaprimers ein Gemisch von Oligonukleotiden als forward-Primer eingesetzt. Die
Oligonukleotide des Gemisches waren identisch bis auf die jeweiligen Codons, die sich an
der jeweils zu sittigenden Position befanden. Dieses Codon war randomisiert, d.h. jeder
Primer des Gemisches codierte an dieser Stelle fiir eine der 20 proteinogenen Aminosduren in
dquimolarem Verhiltnis. Als reverse-Primer diente ein Standard-Primer der das Zielgen
flankierte. Als PCR-Produkt dieser ersten Reaktion entstand damit der Teil des Zielgens
zwischen reverse-Primer und der Bindestelle der Mutagenese-Primer inklusive der jeweiligen
Mutation. Dieses PCR-Produkt diente in einer zweiten Reaktion als reverse-Primer an einer
neuen DNA-Matrize. Diese neue Matrize enthielt dasselbe zu mutierende Gen, wurde jedoch
an dem dem Megaprimer gegeniiberliegenden Ende von einer Sequenz flankiert, die im
ersten Templat nicht vorhanden war. An diese flankierende Sequenz hybridisierte ein
forward-Primer der nun in der zweiten Reaktion zusammen mit dem Megaprimer eingesetzt
wurde, so dass das mutierte Gen vollstindig amplifiziert wurd. Uber entsprechende
Restriktionsschnittstellen, die entweder in den Primersequenzen vorlagen oder aufgrund der
Wahl der passenden Matrizen-DNA wurde das mutierte Gen dann in einen Expressionsvektor
kloniert. Optional kann in der zweiten Reaktion dabei der reverse-Primer der ersten Reaktion
zusitzlich eingesetzt werden um die Ausbeute zu erhdhen.

2.11.4. Ungerichtete Mutagenese mittels epPCR

Zur Herstellung von Mutantenbibliotheken wurde die Methode der fehlerhaften PCR (error
prone PCR) (CADWELL & JOYCE, 1994, 1992; ZHOU et al., 1991) angewandst, bei der die Tag-
Polymerase durch erhohte MgCl,- und MnCl,-Konzentration in ihrer Funktion so beeinflusst
wird, dass Basenfehlpaarungen bei der Synthese des jeweils neuen DNA-Stranges
vorkommen und somit Punktmutationen im PCR-Produkt entstehen. In dieser Arbeit wurde
nach einiger Optimierung standardméfig nach JAEGER et al. (2001) eine Fehlerrate von 2-4
pro kb eingestellt durch 6,0 mM MgCl, und 0,15 mM, sofern nicht anders vermerkt.

2.12. Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde als Auftragsarbeit von der Firma
SEQUISERVE (Vaterstetten) durchgefiihrt.

2.13. Chromatographische Reinigung der Lipase-Varianten

Die Reinigung der verschiedenen Proteinvarianten erfolgte nach der intrazelluldren
Expression der korrespondierenden Gene mit Hilfe des Vektors pET19b im heterologen Wirt
E. coli BL21(DE3) als N-terminale Poly-Histidin-Fusionsproteine durch immobilisierte
Metall-Affinitdts-Chromatographie (IMAC) nach PORATH et al. (1975). Je nach Variante
wurde die Expression im 50 bis 5000 ml - MaBstab durchgefiihrt. Exemplarisch wird hier die

40



MATERIAL UND METHODEN

Reinigung im 5 L MaBstab beschrieben: Im Anschluss an die Uberexpression (2.6) wurden
die enzymbhaltigen Zellen durch Zentrifugation geerntet (SORVALL ,,SLC-4000%, KENDRO
LABORATORY PRODUCTS, Langenselbold, 6000 UpM, 20 min, 4 °C), in 15 ml Lyse-Puffer
(30 mM Imidazol, 300 mM NaCl, 50 mM NaH2POs; pH 8,0) mit 20 mg Lysozym und
0,01 mg DNAsel bzw. Complete Protease Inhibitor aufgenommen und nach 30 min
Inkubation bei 0 °C mit Ultraschall aufgeschlossen (Ultraschall-Desintegrator: BANDELIN
Sonopuls HD60 mit Kegelspitze MS72). Der so gewonnene Zellrohextrakt wurde zur
Abtrennung der Zelltriimmer zentrifugiert (SORVALL, SS-34, 18.000 UpM, 30 min, 4 °C),
der dabei enthaltende Uberstand filtriert (PorengroBe 5 pm, SCHLECHER & SCHUELL, Dassel)
und anschlieBend iiber eine mit mindestens fiinf Sdulenvolumen equilibrierte ,,Ni-NTA
superflow“-Sdule (30 ml Sdulenvolumen, QIAGEN, Hilden) mit einer Flussrate von 0,5
ml/min gepumpt. Die Sdule wurde mit Wasch-Puffer (50 mM Imidazol, 300 mM NacCl, 50
mM NaH2PO4, pH 8,0) gewaschen, bis die Extinktion bei 280 nm Lichtwellenlédnge konstant
blieb und anschlieBend mit Elutions-Puffer (250 mM Imidazol 300 mM NaCl; 50 mM
NaH2POs4; pH 8,0) bei einer Flussrate von 1 ml/min eluiert. Das Lipase-haltige Eluat wurde
zur Entsalzung direkt auf eine mit mindestens fiinf Sdulenvolumen Lipase-Puffer (2 mM
Glycin/NaOH; pH 11,0) equilibrierte ,,Sephadex G-25 Medium®“-Saule (1 1 Sdulenvolumen,
AMERSHAM-BIOSCIENCES, Freiburg) gepumpt. Diese wurde dann mit Lipase-Puffer mit
einer Flussrate von 20 ml/min gespiilt und die Proteinelutionsfraktion aufgefangen.
Gegebenenfalls wurde die Proteinlosung anschliefend aufkonzentriert (,,Vivacell 250%,
VIVASCIENCE, Hannover) und bis zur weiteren Verwendung bei — 20 °C oder bei 4 °C
gelagert.

2.14. Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen ~wurden nach der Methode von BRADFORD (1976)
spektralphotometrisch  (,,UV-1602“, SHIMADZU, Duisburg) bestimmt, wobei als
Referenzsubstanz Rinderserumalbumin (BSA) diente. Alternativ dazu wurde das BCA-Kit
der Firma PIERCE (Rockford, USA) benutzt, wobei die Bestimmung nach Herstellerangaben
durchgefiihrt wurde.

2.15. Aufkonzentrierung von Proteinen durch TCA-Fillung

Proteinproben mit geringer Konzentration wurden vor weiteren Analysen mit
Trichloressigsdure (TCA) nach PETERSON (1977) gefdllt und autkonzentriert. Dazu wurde die
Probe mit 1/10 Volumen 1 % (w/v) SDS-Losung versetzt, 5 min bei RT inkubiert und mit
1/10 Volumen 70 % (v/v) Trichloressigsdure durch 5 min Inkubation bei RT gefillt. Nach
Zentrifugation (30 min, RT, 13000 rpm) wurde das Sediment zweimal mit eiskaltem,
80 %igem Aceton gewaschen und im gewiinschten Volumen A. dest oder SDS-Probenpuffer
(2.16) aufgenommen.

2.16. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in Gegenwart von
SDS in einem diskontinuierlichem Gelsystem (LAEMMLI, 1970), welches sich aus einem
5 %igem Sammelgel und aus einem 15 %igem Trenngel zusammensetzte. Dazu wurde die
,»Mini Protean II Dual Slap Cell“-Gelapparatur der Firma BIORAD (Miinchen) bei einer
Spannung von 150 V verwendet. Vor der elektrophoretischen Trennung wurden die
Proteinproben in SDS-Probenpuffer (50 mM Tris/HCL, pH 6,8, 4 % (w/v) SDS; 10 % (v/v)
Glycerol; 2 % (v/v) PB-Mercaptoethanol; 0,03 % (w/v) Bromphenol-Blau R-250)

41



MATERIAL UND METHODEN

aufgenommen und 10 min bei 98 °C denaturiert. Gering konzentrierte Proteinproben wurden
vor der Elektrophorese durch eine TCA-Fallung nach PETERSON (1977) prézipitiert und in
A. dest aufgenommen. Die aufgetrennten Proteine wurden mit ,,SimplyBlue SafeStain“ der
Firma INVITROGEN (Karlsruhe) geférbt.

2.17. Spektrophotometrische Methode zur Bestimmung von Lipase-Aktivitit

Lipase-Aktivitdten von Kulturiiberstinden oder Zellrohextrakten wurden in dieser Arbeit
standardmifig nach der von WINKLER & STUCKMANN (1979) beschriebenen Methode
durchgefiihrt. Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Substrate sind Ester aus verschiedenen
Carbonsduren mit para-Nitrophenol als Alkoholfunktion und sind unter 2.2 aufgefiihrt. Der
photometrische Aktivétstest beruht auf der Detektion des para-Nitrophenolates, das bei der
Hydrolyse frei wird und bei einem pH-Wert oberhalb 7,0 Licht der Wellenldnge 410 nm
absorbiert. Diese Gelbfarbung ist im Photometer quantifizierbar und daher gut geeignet fiir
Hochdurchsatz-Screening-Verfahren zur Durchmusterung grofer Enzymbibliotheken auf
hydrolytische ~ Aktivitit. Als Standardsubstrat diente in dieser Arbeit para-
Nitrophenylpalmitat (pNPP).

pNPP-Test nach WINKLER & STUCKMANN (1979):

8 mM para-Nitrophenyl-Palmitat geldst in Isopropanol wird im Verhdltnis 1:10 mit
Sorensen-Phosphat-Puffer (50 mM Na,HPO4 / 50 mM K,;HPO,4 im Verhéltnis 17:1 mit 1
mg/ml Gummi arabicum und 2 mg/ml Natriumdesoxycholat (NaDOC)) vermischt
(Endkonzentration im Test: 0,8 mM). Nach Zugabe der Enzymprobe kann die
Absorptionsédnderung des Gemisches bei 410 nm iiber die Zeit im Photometer aufgezeichnet
werden (Abb. 2.1). Die Enzymaktivitit 148t sich daraus nach Formel 1 (Anhang) bestimmen.
Der molare Extinktionskoeffizient wird fiir pNPP mit 15000 M'cm™ angegeben.

O,N OZNO— OH  farblos
QW i
o«

H,0
)j\ CHs CH
7 — 3 + + -
CHy)14 )I\ g H 1 OH

OZNO—O gelb

Abb. 2.1: Hydrolyse von para-Nitrophenylpalmitat

2.18. Bestimmung von Enzymstabilititen

Zur Bestimmung der Temperaturstabilititen von BSLA-Varianten wurden im LipA-
Lagerungspuffer (Glycin/NaOH, pHI11) die entsprechenden Enzymkonzentrationen
eingestellt (Cutilip- und Axelip-Varianten: 20 pg/ml; HPlip-Varianten: 50pg/ml) und bei
verschiedenen Temperaturen inkubiert. In regelméfBigen Zeitabstinden wurden Proben
entnommen und auf lipolytische Restaktivitit gegeniiber pNPP hin untersucht (2.17).

2.19. Hochdurchsatz-Screening von Variantenbibliotheken

Die mittels epPCR hergestellten Bibliotheken mutierter Gene der Lipasevarianten wurden in
den Expressionsvektor pET19b kloniert (2.9) und in den T7-Expressionstamm E. coli
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BL21(DE3) transformiert (2.10). Die Zellen wurden auf Selektiv-Agarplatten (Ampicillin)
vereinzelt und nach ausreichender Entwicklung der Kolonien ( 37 °C UN) automatisiert und
in groBer Zahl (500 — 5000 pro Durchgang) per Pickroboter (Qpix, GENETIX) in 96-
Deepwell-Mikrotiterplatten mit TB-Medium/Ampicillin iiberfiihrt und kultiviert (s. 2.6.3).
Die Proteinexpression erfolgte durch Induktion mit 0,4 mM IPTG fiir 4 h.

Anschliefend wurden je 20 pl jeder Zellsuspension in flache, durchsichtige ELISA-
Mikrotiterplatten (96-MTP 0,5 ml, (GREINER BIO-ONE, Frickenhausen)) liberfiihrt. Simtliche
der im folgenden beschriebenen Pipettiertschritte wurden in einem automatisierten Verfahren
in einer TECAN Workstation Genesis 200 Freedom der Firma TECAN (Crailsheim)
durchgefiihrt. Mit demselben Gerdt wurden die Mikrotiterplatten nach dem Pipettieren
automatisch in ein Genios Spektrophotometer (TECAN, Crailsheim) transportiert und
vermessen.

Die Lyse der Zellen zur Freisetzung der Enzyme erfolgte direkt in den Mikrotiterplatten (96-
MTP 0,5 ml, GREINER BIO-ONE (Frickenhausen)) in denen auch die Absorptionsmessung
durchgefiihrt wurden. Hierzu wurden pro Probe 20 pl Sérensenpuffer mit 1 mg/ml Lysozym
in den MTP vorgelegt und 20 pl Zellsuspension dazupipettiert. Nach einer Inkubation von ca.
10 min bei RT war die Lyse vollstindig und 160 pl Substratemulsion wurden zum Lysat
pipettiert und die MTP zur Messung ins Photometer transportiert, wo die
Absorptionsidnderung bei 410 nm Wellenldnge iiber 12 min aufgezeichnet wurde und per
Software (Magellan, Fa. TECAN, Crailsheim) ausgewertet werden konnte.

Die pNPP-Konzentration in der Substratlosung wurde angepasst auf 8,89 mM in Isopropanol,
um die Endkonzentration pNPP in der Losung auf 0,8 mM einzustellen. Sérensenpuffer und
Substrat wurden erst direkt vor der Messung vermischt. Standardsubstrat fiir Lipase-Aktivitat
war im Zuge dieser Arbeit pNPP.

In Fillen, in denen ein vollautomatisiertes Hochdurchsatz-Screening aufgrund des
Reaktionsverhaltens der Enzymvarianten nachteilhaft erschien, wurden die Pipettierschritte
per Mehrkanalpipette (EPPENDORF, Hamburg) durchgefiihrt, die Messung erfolgte im
Spektralphotometer Spektramax 250 (MOLECULAR DEVICES) und wurde mit Hilfe der
Software SOFTmax pro 3.2.1 ausgewertet.

2.20. Aktivitats-Screening auf Tributyrin-Agarplatten

Tributyrin-Emulsion (7,5 ml Tributyrin, 7,5 ml A. dest und 0,75 g Gummi arabicum 2 min
bei 70 W Ultraschall emulgieren) wird mit 0,5 1 LB-Selektiv-Agar vermischt und in
Petrischalen gegossen. Die Lagerung kann bis zu vier Wochen bei 4 °C erfolgen. Die
Emulsion triibt den Agar stark ein. Auf die Tributyrin-Agarplatten werden in ausreichend
hoher Verdiinnung (vorherige Optimierung) die zu untersuchenden Bakterienkulturen
ausplattiert und iiN bei optimaler Wuchstemperatur bis zur ausreichnenden Koloniebildung
inkubiert (fiir E. coli: 37 °C 1iN). Um Kolonien, deren Zellen lipolytische Enzyme
exprimieren, wird das Tributyrin hydrolysiert und es bilden sich deutlich sichtbare Klérhofe
um die Kolonien, in denen der Agar durchsichtig ist. Die gewiinschten Kolonien kdnnen in
Flissigmedium {iberfithrt und konserviert werden. Zellen, die intrazelluldres Protein
exprimieren, konnen im Anschluss an die Wuchsphase einige Zeit bei 4 °C inkubiert werden
um Zellyse hervorzurufen und so die Freisetzung der Enzyme/ Klirhotbildung zu erreichen.

2.21. Bestimmung von Enantioselektivitit gegeniiber para-Nitrophenyl-2-
Methyldekanoat

Die beiden Enantiomere des para-Nitrophenyl-Esters 2-Methyldekansdure lagen in
entantiomerenreiner Form vor. Zur Bestimmung der Enantioselektivitit von Lipasen
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gegeniiber diesem Substrat wurden in jeweils parallelelen Reaktionen die Umsétze der
Enationmere spektrophotometrisch gemessen. Anhand des Umsatzes nach einer Zeit t, die
sich nach der Reaktionsgeschwindigkeit des jeweiligen Enzyms richtete und in dieser Arbeit,
soweit nicht anders angegeben, 5 min betrug, wurde der ee-Wert nach CHEN et al. (1982) die
Enantioselektivitit des Enzyms berechnet (Formel s. Anhang).

44



ERGEBNISSE

3. ERGEBNISSE

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Varianten der Bacillus subtilis Lipase A (BSLA) durch
Insertion von Peptidschleifen (loops) und Deckelstrukturen der Cutinase aus Fusarium solani
pisi, der Acetylxylan Esterase aus Penicillium purpurogenum sowie der humanen
Pankreaslipase konstruiert (Abb. 3.1). Alle drei resultierenden Varianten Cutilip, Axelip und
HPlip zeigten Aktivitit gegeniiber dem Modellsubstrat para-Nitrophenylpalmitat (pNPP),
wenn auch weniger als das Wildtyp-Enzym BSLA. Auf Tributyrin-Agar ausplattierte E. coli-
Zellen, welche Deckelvarianten exprimierten, zeigten um Kolonien kleinere Hofe als BSLA-
exprimierende Zellen (EGGERT et al., 2004). Als Grund dafiir wurde angenommen, dass die
Deckelbereiche trotz der Homologie der Positionen, an denen sie inseriert wurden und trotz

der angenommenen Flexibilitdit der o/B-Hydrolasestruktur, allein durch ihre GréBe die

..................................

Abb. 3.1: Die Deckelvarianten der Bacillus subtilis Lipase A. Links ist die Wildtyp-BSLA ohne Deckel
dargestellt (WT), rechts die Varianten Cutilip (C), Axelip (A) und HPlip (H). Die jeweils inserierten
Strukturelemente sind farbig hervorgehoben. Die iibrige Struktur ist nach Sekundirstrukturelementen
gefarbt: a-Helices in rot, B-Faltbldtter in gelb. Die jeweiligen Insertionen bilden Verldngerungen von loops
in direkter Nachbarschaft zum aktiven Zentrum (AZ).
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Konformation der BSLA so stark veridnderten, dass sich dies in deutlich verringerter Aktivitat
bemerkbar machte. Da basale Aktivitdt jedoch nach wie vor vorhanden war, wurde die
Hypothese aufgestellt, dass die minimale o/B-Hydrolase BSLA zwar prinzipiell flexibel
genug ist, um grofle Insertionen aufzunehmen, dass jedoch eine weitere Anpassung oder
Justierung an das Proteinriickgrat erfolgen sollte. Diese Feinjustierung konnte durch weitere
Modifikationen der Strukturelemente und des Basisproteins erreicht werden, beispielsweise
durch Punktmutationen, die geringe Konformationsdnderungen des Gesamtproteins zur Folge
haben und so die katalytischen Aminosduren im aktiven Zentrum optimal ausrichten. Diese
Punktmutationen auf rationalem Wege zu ermitteln, erfordert die genaue Kenntnis der
Struktur der zugrunde liegenden Enzyme und sind auch in exakten Modellen nur duBerst
schwierig vorherzusagen (vgl. 3.6). Da die vorliegenden Varianten bislang nicht kristallisiert
wurden und iiber Art und AusmaB3 der durch die Insertionen hervorgerufenen Verdnderungen
nur anhand von Homologiemodellen Hypothesen aufgestellt werden konnen, hat die
Feinjustierung durch gerichtete Evolution hier die gro3en Erfolgsaussichten.

Als Methodik wurde dabei die fehlerhafte PCR (epPCR) mit anschlieBendem Hochdurchsatz-
Screening gewdhlt. Die Mutagenese mittels epPCR beschrinkte sich dabei nicht auf den
Bereich der Deckelstrukturen, sondern erfolgte iiber die gesamte Linge der jeweiligen Gene,
da auch Mutationen im {ibrigen Protein leichte Konformationsdnderungen der Gesamtstruktur
und damit eine Reorientierung des aktiven Zentrums zur Folge haben konnen. Die
Schliisselstellen fiir eine erfolgreiche Adaption miissen nicht notwendigerweise im
Deckelbereich selbst liegen. Da die Axelip-Deckelvariante im Vergleich zu den anderen
wesentlich hohere Aktivitit zeigte, richtete sich der Fokus bei der gerichteten Evolution
zunéchst auf die weniger aktiven Deckelvarianten Cutilip und HPlip, da erwartet wurde, dass
Reaktivierungseffekte hier deutlicher in Erscheinung treten und daher leichter nachweisbar

sind.

3.1. Klonierung und Expression der Deckelvarianten in pET19b

Zur Expression der rekombinanten Proteinbanken wurde das pET-Expressionssystem
(NOVAGEN/MERCK BIOSCIENCES) verwendet, wobei der E. coli-Stamm BL21(DE3) (MOFFAT
& STUDIER, 1986) als heterologer Wirt diente. Die Varianten lagen zunidchst im Vektor
pET22b vor und wurden in diesem Vektor einer ersten Mutagenese unterzogen. Um eine
spitere Aufreinigung mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie zu ermdglichen, wurden sie

durch Umklonierung in den Vektor pET19b mit einem N-terminalen Histidin-Decamer
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fusioniert. Die Klonierung erfolgte durch PCR-Amplifikation mit den Primern Bup9/22 und
downAl19 (2.5) zur in-frame-Klonierung iiber die Restriktionsschnittstellen Ndel (5°) und
Xhol (3’). Die in pET22b-Konstrukten N-terminale pelB-Sequenz, die fiir den Transport des
anhéngigen Proteins ins Periplasma verantwortlich ist, ist in pET22b nicht vorhanden. Die
intrazelluldre Expression der Varianten wurde mittels SDS-PAGE nachgewiesen und ist in
Abb. 3.2 dargestellt. Alle Enzymvarianten konnten in signifikanten Mengen produziert

werden.

Abb. 3.2: SDS-PAGE der Zellextrakte von Lipase-exprimierenden E. coli BL21(DE3)-Kulturen. Im
Vergleich zum Zellexktrakt von mit Leervektor (LV) transformierten Zellen lassen sich die
Uberexpressionsbanden von ~ Wildtyp-BSLA (WT), Cutilip (Cu), HPlip (HP) und Axelip (AX) deutlich
erkennen. Alle Banden liegen in der erwarteten Hohe und zeigen die durch die Insertion verursachten
Grofenunterschiede mit Molekulargewichten von 19,3 kDa (BSLA), 19,8 kDa (Cutilip und Axelip) und 22, kDa
(HPlip).

3.2. Entwicklung eines Screeningprozesses zur Detektion von Varianten mit

gesteigerter Aktivitit gegeniiber para-Nitrophenylpalmitat

Ein verldBliches Screeningsystem zur Detektion positiv mutierter Varianten ist neben der
Mutagenese der entscheidende Bestandteil der gerichteten Evolution von Enzymen.
Automatisierte Systeme bieten dabei zwar ein hohes Maf3 an Effizienz, dennoch existieren
eine Reihe von Faktoren, die die Vergleichbarkeit der Proben innerhalb einer Variantenbank
beeintrachtigen (KENSY et al., 2005; HERMANN et al., 2003). Die bedeutendsten sind (1)

Fluktuationen in Zelldichte und Protein-Expressionsraten innerhalb der verschiedenen

47



ERGEBNISSE

Kulturen einer Enzym-Variantenbank, (2) Pipettierfehler und (3) Instabilitdt der Enzyme
und/oder der Substrate z.B. durch Autohydrolyseerscheinungen. Diese Faktoren wurden
daher im Vorfeld analysiert und optimiert, um bei der Beurteilung und Auswahl positiver

Varianten entsprechend beriicksichtigt werden zu konnen.

3.2.1. Wuchsverhalten und Expression von BSLA in E. coli BL21(DE3) in Deepwell-
Mikrotiterplatten

Das Wuchsverhalten von Bakterienkulturen in Deepwell-Mikrotiterplatten (DW-MTP)
unterschied sich mitunter erheblich von dem in klassischen mikrobiologischen Gefdllen wie
Erlenmeyer- oder Schikanekolben, was u.a. durch Unterschiede im Gasaustausch mit der
Umgebung begriindet wird (KENSY ef al., 2005; HERMANN et al., 2003). Die in der
Arbeitsgruppe etablierten Protokolle zur Anzucht, Uberexpression und Aufreinigung von

BSLA in E. coli BL21(DE3) (DETRY et al., 2006) konnten daher nicht ohne Weiteres

Wuchs von E.coli BL21(DE3) in DW-MTP
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7 8 035 | 0,31 90,2
0,50 - T/ 10 084 | 0,18 21,6
/I 16 1,71 | 0,18 10,7
0,00 s | | | | 25 2,20 | 0,10 4,7
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Abb. 3.3: Wuchskurve von E. coli BL21(DE3) in Deepwell-Mikrotiterplatten. Dargestellt sind Mittelwerte
und Standardabweichungen (Fehlerbalken) der Zelldichten von 93 E. coli-Kulturen, die in DW-Mikrotiter-
platten bei 800 U/min Schiittelfrequenz und bei 37 °C {iber einen Zeitraum von 25 h gemessen wurden.

auf das Screeningsystem tiibertragen werden. Im Laufe der Versuche stellte sich der Zeitpunkt
der Induktion und der daran gekoppelten Aktivititsmessung fiir den Screeningerfolg als
entscheidend heraus. In der Regel erfolgt bei Uberexpressionkulturen von E. coli die
Induktion wihrend der exponentiellen Wuchsphase bei einer Zelldichte von ca. 0,4 (ODsg).
In den hier verwendeten DW-MTP wichen die Zelldichten der Einzelkulturen, obwohl die

Inokulation per Roboter mit hoher Prizision erfolgt war, in diesem Bereich so stark
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voneinander ab (Abb. 3.3), dass eine Induktion nicht sinnvoll war. Erst bei Erreichen der
stationdren Wuchsphase nahmen diese Schwankungen ab. Um im Screening vergleichbare
Enzymmengen in jeder Probe zu erhalten, war es notwendig, die Proteiniiberexpression in
einer Phase zu induzieren, in der weitgehend die gleiche Zahl vitaler Zellen in jeder Kultur
vohanden waren. Entgegen der klassischen Vorgehensweise wurde daher in diesem
Screeningprozess erst in der stationdren Wuchsphase induziert, um so die Vergleichbarkeit
der Einzelproben so weit wie moglich herzustellen.

Trotz Induktion bei weitgehend gleicher Zelldichte traten jedoch Schwankungen der
lipolytischen Aktivititen der einzelnen Kulturen jeder Mikrotiterplatte auf. Relativ betrachtet
wurden auch diese geringer, je langer die Inkubation unter Expressionsbedingungen
andauerte. Abb. 3.4 zeigt Aktivititsmessungen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der

Induktion der Proteiniiberexpression.

Entwicklung der BSLA-Aktivitat nach Induktion
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Abb. 3.4: Lipolytische Aktivititen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion der Proteiniiber-
expression in E. coli BL21(DE3) LipA. Die Kulturen wurden nach Inokulation per Roboter Qpix in LB-
Medium fiir 16 h bei 37 °C bei 800 U/min in DW-MTP angezogen und anschlieBend zur Induktion in einer
Endkonzentration von 0,4 mM mit IPTG versetzt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die Aktivitit
gegentiber para-Nitrophenylpalmitat (pNPP) spektrophotometrisch bestimmt.

Auch die Wahl des Mediums fiir die Kultivierung in DW-Mikrotiterplatten hatte einen
Einfluss. Die Aktivitit in LB-Medium war hier teils erheblich geringer als bei Anzucht im
Erlenmeierkolben oder Schikanekolben. Es wurde daher das Wuchsverhalten und die
Aktivititsentwicklung von BL2I(DE3)LipA in drei verschiedenen mikrobiologischen
Komplexmedien (LB, LB/M9, und TB) unter Screening-Bedingungen miteinander verglichen.

Es stellte sich heraus, dass sich das beste Verhiltnis von Zelldichte zu Lipase-Aktivitdt in
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TB-Medium ergab (Abb. 3.5). Da speziell fiir die Enzymvariante HPlip im Screening auch
geringe Aktivitdten detektierbar gemacht werden sollten, wurde basierend auf diesen

Ergebnissen im Screening dieser Varianten vorwiegend mit TB-Medium gearbeitet.

Aktivitat und Zelldichte von E.coli BL21(DE3)LipA
in den Komplexmedien LB, LB/M9 und TB
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Abb. 3.5: Darstellung der Zelldichte im Vergleich zur BSLA-Aktivitit in drei verschiedenen
Komplexmedien LB, LB/M9 und TB. Die Anzucht erfolgte in DW-MTP bei 37 °C im
Mikrotiterplattenschiittler bei 800 U/min nach automatisierter Inokulation per Qpix-Roboter (GENETIX). Nach
16 h erfolgte die Induktion der Proteiniiberexpression durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von
0,4 mM. Die erreichten Zelldichten in den einzelnen Proben unterscheiden sich signifikant. Das giinstigste
Verhéltnis von Zelldichte zu Aktivitét ergab sich in TB-Medium.

3.2.2. Optimierung des Zellaufschlussverfahrens zur Vereinfachung des

Hochdurchsatzscreenings

Die Aktivitdt intrazelluldrer Enzyme wird in Hochdurchsatz-Screeningverfahren im
Allgmeinen im Zelllysat gemessen. In géngigen Verfahren werden dabei vor dem
Zellaufschluss simtliche Kulturen einer Bank durch Uberimpfung in weitere MTP dupliziert,
um nach Lyse und Vermessung des einen Anteils spdter die Plasmide positiver Varianten aus
dem Duplikat isolieren zu konnen.

In dieser Arbeit wurde ein Verfahren fiir E. coli etabliert, bei dem nicht die gesamten
Kulturen aufgeschlossen werden miissen, sondern nur die im Screening eingesetzten Aliquote.
Dies kann in derselben Mikrotiterplatte erfolgen, in der im Anschluss die Aktivititsmessung
stattfindet. So bleiben urspriinglichen Kulturen erhalten. Neben der Einsparung des

aufwindigen zusitzlichen Arbeitsschrittes wird auf diese Weise Pipettierfehlern vorgebeugt,
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die durch inhomogene Viskosititen der Zelllysate bei der Ubertragung der sehr kleinen
Volumina (wenige pl) im Screening zu signifikanten MeBfehlern fiihren konnen.

Dazu wurden aus einer homogenen, BSLA-exprimierenden E. coli BL21(DE3)-Kultur 20 ul
Proben in photometergingigen 96-well Mikrotiterplatten mit je 20 pl Lysozymldsungen
verschiedener Konzentrationen versetzt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Aktivititsmessung erfolgte direkt nach Zugabe von je 160 pl Substratlosung
(Endkonzentration 0,8 mM  pNPP). Es  wurden  zundchst verschiedene
Lysozymkonzentrationen und zwei verschiedene Puffer getestet (Abb. 3.6) wobei sich
herausstellte, dass der Zellaufschluss in Soérensenpuffer, der fiir die Substratldsung im
Screening verwendet wurde, ebenso effiziente Zelllyse ermoglicht wie Lysepuffer, der fiir
etablierte Zellaufschlussverfahren bei Proteiaufreinigungen im gréBeren Mallstab verwendet
wird (30 mM Imidazol; 300 mM NaCl; 50 mM NaH,PO,; pH 8,0). Es zeigte sich, dass die
gemessene Aktivitdt der Lysate knapp 50 % hoher war als die der nicht aufgeschlossenen
Zellen. Die Verwendung von hoheren Konzentrationen Lysozym fiihrte nicht zu einer
weiteren Steigerung der Aktivitét, ebensowenig eine Verldngerung der Inkubationszeit (nicht
abgebildet), weshalb von einem vollstindigen Zellaufschluss durch 1 mg/ml Lysozym in

diesem Verfahren ausgegangen werden kann.

Einfluss der Zelllyse auf die Aktivititsmessungen
0,35
Soérensenpuffer
0,30 - P . I
m Lysepuffer

= 0,25
£
S 0,20 -
1ol
s 0,15 1
< 010

0,05 -

0,00

0 mg/mL 1 mg/mL 6 mg/mL
Lysozymkonzentration

Abb. 3.6: Etablierung des Zellaufschlussverfahrens in Mikrotiterplatten. Je 20 pl Zellsuspension
wurden vorgelegt, anschlieBend wurden Lysozymlosungen von je 1 mg/ml und 6 mg/ml Lysozym in
Lysepuffer (2.13) sowie Sorensenpuffer zugegeben. Nach 10 min Inkubation bei RT wurde die
Lipaseaktivitit der Lysate gemessen. Als Kontrolle diente Assay-Puffer (Sorensen) ohne Lysozym. Die
dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte der Messungen sechs voneinander unabhéngiger Proben.
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3.2.3. Festlegung eines Schwellenwertes zur Definition von positiven Varianten

Die in den vorangegangenen Abschnitten beschriebenen Schwankungen der Aktivitdt in
Uberexpressionskulturen von E. coli BL21(DE3) stellen im Screening insbesondere ein
Problem durch das Zustandekommen falsch-positiver und falsch-negativer Messsignale dar.
Falsch-negative Varianten fallen bei der Bewertung der Enzymaktivitéten als solche nicht auf
und gehen als moglicherweise wertvolles Ergebnis verloren. Falsch-positive stellen ein
Problem dar, indem sie einen erheblich hoheren Arbeits- und Materialaufwand verursachen.
Schwankungen, die sich nicht durch vorherige Optimierung der Screeningbedingungen
vermeiden lieBen, mussten daher bei der Beurteilung der Screeningergebnisse beriicksichtigt
werden, insbesondere bei der Definition des kritischen Aktivititswertes, ab dem eine
Variante als ,,positiv klassifiziert werden sollte. Bei der Festlegung dieses Richtwertes
diente eine Anzahl von mindestens 30 zuvor vermessener Kontrollproben als Orientierung.

In jedem Screeningansatz wurden mindestens 30 Kulturen der jeweiligen Kontrollgruppen in
einer separaten DW-MTP angezogen und durchliefen dasselbe Verfahren wie die
eigentlichen Proben. Die Kontrollgruppen wurden dabei aus derselben Charge
transformationskompetenter E. coli-Zellen durch Transformation mit pET19lipA erstellt.
Nach der Proteiniiberexpression wurde die durchschnittliche Aktivitit dieser Kontrollgruppe
ermittelt sowie die maximale, prozentuale Abweichung vom Mittelwert (in %). Bei der
spiateren Auswertung der Screening-Ergebnisse wurde stets das worst-case-Szenario
angenommen, indem davon ausgegangen wurde, dass der Aktivititswert der jeweiligen

Kontrollprobe auf jeder Mikrotiterplatte der niedrigst mogliche Wert sei (maximale
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Abb. 3.7: Auswertungsschema eines Screeningprozesses. Um die Schwankung der Aktivititen der
Einzelkulturen zu beriicksichtigen, wurde ein Richtwert definiert, oberhalb dessen eine Variante als positiv
deklariert wurde. Der Richtwert (orange Linie) wurde fiir jede Mikrotiterplatte nach Eingabe der Daten der
Kontrollplatte per Software (Magellan, SOFTmaxPro und Excel) berechnet und automatisch in das Diagramm
eingefiigt (Threshold). Links im Diagramm waren stets die Werte der Negativkontrolle (negKtr) sowie die
Positivkontrollen BSLA und Cutilip angegeben, wobei letztere als Grundlage fiir die Festlegung des
Schwellenwertes diente. Die positiven Proben wurden zusitzlich unter der x-Achse angezeigt. Uber Grenzfille
wurde im Einzelnen entschieden.
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Abweichung). Der Prozentsatz der maximalen Abweichung der Kontrollgruppe wurde zum
Aktivitidtswert der jeweiligen Kontrollprobe hinzuaddiert (Formel 3.1). So ergab sich ein
Wert, der mit hinreichender Wahrscheinlichkeit oberhalb der Schwankungsbreite der
jeweiligen Kontrolle lag und dennoch das Wuchsverhalten der Kulturen jeder
Mikrotiterplatte individuell beriicksichtigte. Proben, deren Aktivitét tiber diesem Wert lagen,
wurden anschlieBend als ,,positiv ausselektiert. Die Auswertung der Daten konnte somit
durch Anwendung einer enstpechendenen Berechnung innerhalb der Software Magellan
(TECAN) bzw. SOFTmaxPro (MOLECULAR DEVICES) weitgehend automatisiert werden. Die
graphische Darstellung erfolgte entweder in den jeweiligen Programmen selbst oder durch
Export der Dateien in MICROSOFT-Excel (Abb. 3.7) Dennoch wurde jede Platte wéhrend des
Screenings nocheinmal gesondert iiberpriift und iiber Grenzfille im einzelnen entschieden.
In Féllen, in denen die worst-case-Annahme fiir den jeweiligen Kontrollwert nicht

praktikabel war, wurde der Richtwert manuell festgelegt.

p_Xt2-M-x
100
T = Schwellenwert
M = Maximale Abweichung der Aktivitdten der Kontrollgruppe
vom Mittelwert
X = Mittelwert der Aktivitdten der Kontrollgruppe

Formel 3.1.: Festlegung des Schwellenwertes fiir positive Proben im Hochdurchsatz-Screening.

Positive Klone wurden aus der jeweils korrespondierenden DW-Mikrotiterplatte entnommen,
ihre Plasmid-DNA isoliert und erneut in E. coli BL21(DE3) transformiert. Pro positivem
Klon wurden mindestens acht Retransformanden in DW-MTP angezogen und ihre Aktivitét
erneut bestimmt, um die vorherigen Ergebnisse zu reproduzieren. Durch dieses automatisierte

Protokoll war es moglich, auch grofe Variantenbanken effizient zu screenen.

3.3. Gerichtete Evolution der Deckelvarianten der Bacillus subtilis Lipase A:

Reaktivierung der Varianten Cutilip und HPlip

Zur gerichteten Evolution der Deckelvarianten Cutilip und HPlip wurden zunichst jeweils
Variantenbanken durch Zufallsmutagenese erstellt. Diese erfolgte mittels fehlerhafter PCR.
Durch Verwendung von 7ag-DNA-Polymerase bei 6,0 mM MgSO4 und 0,15 mM MnSO4

wurde dabei eine durchschnittliche Fehlerrate von 3-4 pro 1.000 bp erreicht, ermittelt aus 40
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verschiedenen sequenzierten Varianten. Versuche mit hoherer Fehlerrate von 5-7 pro kb
(JAEGER et al., 2001) wurden ebenfalls durchgefiihrt. Ein Screening der ersten 2.200 Klone
einer solchen Bank zeigte jedoch einen Aktivitétsverlust bei tiber 90 % der Proben ohne die
Entstehung einer verbesserten Variante, so dass ein solcher Ansatz nicht weiter verfolgt
wurde.

Die epPCR-Banken wurden wie beschrieben kloniert, transformiert und anschlieBend im
Hochdurchsatzverfahren auf Aktivitdt untersucht. Pro Generation und Ausgangsvariante
umfassten die untersuchten Banken ca. 3.500 Einzelklone. Insgesamt wurden drei
Generationen mit Cutilip-Konstrukten und zwei Generationen mit HPlip-Konstrukten
durchgefiihrt, so dass sich ein Gesamtumfang von ca. 17.500 Klonen fiir die Banken aus der
ungerichteten Mutagnese ergab. Der Anteil aktiver Klone lag jeweils zwischen 50 und 80 %.
Nach jedem Screening wurden je 20 bis 30 der aktivsten Klone isoliert und nach
Retransformation der Plasmide in Mehrfachbestimmung erneut auf Aktivitit untersucht.
Falsch-positive wurden dabei aussortiert und verworfen. Zwischen vier und sechs der
aktivsten Varianten pro Generation wurden nach Bestédtigung der Aktivitit sequenziert.

Die Aktivitdten der Deckelvarianten Cutilip und HPlip gegeniiber pNPP konnte durch die
gerichtete Evolution innerhalb von zwei bzw. drei Generationen epPCR erheblich gesteigert
werden. Im Falle der Cutilip-Variante wurde die Aktivitit von 8 % auf 45 % der
Wildtypaktivitit gesteigert, im Falle der Variante HPlip von knapp 2 % auf rund 16 % der
Wildtypaktivitdt. Besonders auffillig war, dass in keiner der Varianten Mutationen in den
zentralen B-Faltblittern auftraten. Einzige Ausnahme ist der Austausch K35R in HPlip, der
an der ersten Position des p4-Stranges stattfand, jedoch vermutlich nur geringe
Auswirkungen auf die Enzymaktivitat hat. Die genauen Auswirkungen der Einzelmutationen
werden in Kapitel 4 diskutiert.

In beiden evolvierten Deckelvarianten traten wahrend der ungerichteten Mutagenese
unabhéngig voneinander verschiedene Mutationen des Phenylalanins an Position 17 auf. In
der Cutilip-Deckelvariante traten weiterhin mehrfach Mutationen an Position 91 auf. Diese
Hotspot-Positionen wurden daher im Anschluss einer Séttigungsmutagenese unterzogen. Dies
wurde sowohl mit den beiden Deckelvarianten durchgefiihrt als auch mit einigen ihrer
Punktmutanten aus der ersten Generation, um eventuelle Synergieeffekte aus Kombinationen
von positiven Mutationen zu erreichen. Eine Ubersicht iiber die Enzymvarianten, mit denen

eine Sittigungsmutagenese durchgefiihrt wurde, ist weiter unten in Tab. 3.1 gegeben.
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3.3.1. Die Aktivitit der Cutilip-Varianten gegeniiber pNPP konnte bis auf 45 %
Wildtypaktivitit gesteigert werden

Nach zwei Generation ungerichteter Mutagenese der Cutilip-Deckelvariante konnte die
Dreifach-Punktmutante AS9T/ N91S/ Q187L identifiziert werden, deren Aktivitdt gegeniiber
para-Nitrophenylpalmitat im Vergleich zum Ausgangskonstrukt Cutilip um 70 % gesteigert
war (Abb. 3.8). Da bereits in der ersten Generation an den Positionen F17 und N91 mehrfach
unterschiedliche Mutationen aufgetreten waren, wurde Cutilip an diesen Positionen jeweils
einer Sattigungsmutagenese unterzogen (Tab. 3.1), wobei die Aktivitit im Falle der Position
17 durch Austausch des Phenylalanins durch Tyrosin noch einmal um 21 % erhoht werden

konnte. An Position 91 bewirkte das Ersetzen des Asparagins durch Leucin eine weitere

Steigerung der Aktivitat der Cutilip-Deckelvarianten durch gerichtete Evolution
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Punktmutationen durch fehlerhafte PCR Mutation durch Sattigungsmutagenese

Abb. 3.8: Steigerung der lipolytischen Aktivitit der Cutilip-Deckelvariante durch fehlerhafte PCR und
Sittigungsmutagenese. Die Aktivitdten des Ausgangskonstruktes Cutilip sowie der Wildtyp-BSLA sind in rot
dargestellt, die Varianten aus der ungerichteten Mutagenese in hellblau. Sie sind nach Reihenfolge ihres
Auftrentens im Verlauf der Evolution geordnet. Mutanten aus Sattigungsmutagenesen sind in dunkelblau
dargestellt. Auf der X-Achse sind die jeweiligen Mutationen der einzelnen Varianten angegeben.

Erhohung der Aktivitit um 37 %. An denselben Positionen wurden darauthin auch die
anderen positiven Varianten der ersten Generation L123P und Y 148H gesittigt, was zu einer
maximalen Aktivititssteigerung durch Kombination der Mutationen N91V und Y 148H fiihrte.
Diese Mutante wies 543 % der Cutilip-Aktivitdt auf, was umgerechnet 45 % der Aktivitit der
Wildtyp-BSLA bedeutet.

Interessanterweise hatte die Mutation N91S einzeln in Cutilip eine Inaktivierung des Enzyms
zur Folge, sofern es als 10xHis-Fusionsprotein exprimiert wurde. Wie weiter unten

beschrieben, war dies nicht der Fall in Varianten, die in pET22b ohne 10xHis-Fusion
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exprimiert wurden. Das Histidin-Dekamer scheint daher in dieser Variante eine Inaktivierung

zur Folge zu haben.

3.3.2. Die Aktivitit der HPlip-Varianten konnte lediglich auf 16 % der
Wildtypaktivitit gesteigert werden.

Auch die Aktivitdit von HPlip konnte durch ungerichtete Mutagenese um ein Vielfaches
gesteigert werden (Abb. 3.9), die Aktivititsoptimierung dieser Deckelvariante erwies sich
jedoch als schwieriger als die des Cutilip-Konstruktes. Insgesamt traten neun
aktivititssteigernde Mutationen auf, davon lagen vier im inserierten Deckelbereich. Die
aktivste Mutante F17Y/ M137L wies im Vergleich zum Ausgangskonstrukt HPlip eine 11-
fach gesteigerte Aktivitdt auf. Verglichen mit der Aktivitdt der Wildtyp-BSLA waren dies

Steigerung der Aktivitat der HPlip-Deckelvariante durch gerichtete Evolution
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Abb.3.9: Aktivititssteigerung der Variante HPlip durch gerichtete Evolution. Wildtyp-Aktivititen sind in
rot dargestellt, Aktivititen von Varianten aus epPCR-Mutagenese in hellblau, Varianten aus
Sattigungsmutagenese in dunkelblau. Die aktivste Variante zeigt 16 % BSLA-Aktivitit.

jedoch lediglich ca. 16 %. In diesem Fall zeigte sich die Aminosdure F17 als besonders
bedeutend, da sie in fast allen positiven Mutanten zu Serin oder zu Tyrosin mutiert war.
Interessanterweise traten diese Mutationen in den meisten Féllen bereits wéhrend der
ungerichteten Mutagenese auf, die spdtere Séttigungsmutagenese erbrachte hier keine
weiteren vorteilhaften Substitutionen (Tab. 3.1). Nur in Kombination mit K156 aus der ersten

Generation konnte hier eine weitere positive Variante isoliert werden, die zwar im Screening
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der Sattigungsbank als positiv identifiziert wurde, deren Aktivitit jedoch hinter denen der
Varianten aus der ungerichteten Mutagenese zuriickblieb. Auch an Position V163 traten zwei
verschiedene Mutationen auf. Auch an Position N82, die der Hotspot-Position N91 der
Cutilip-Deckelvariante ~ entspricht”, wurde mit der HPlip-Deckelvariante  eine
Sattigungsmutagenese durchgefiihrt. Hier konnte jedoch im Screening keine Variante mit
gesteigerter Aktivitit gegeniiber pNPP identifiziert werden. Die meisten Klone der
angelegten Sittigungsbank zeigten auch nach Verldngerung der MeBdauer um 30 min

keinerlei lipolytische Aktivitét.

3.3.3. Die Aminosiduren an den Position 17 und 82 sind entscheidend fiir die Aktivitét

der Wildtyp-BSLA.

Im Zuge der gerichteten Evolution der beiden Deckelvarianten Cutilip und HPlip hatte sich
das Phenylalanin an Position 17 als kritisch fiir die Aktivitit gegeniiber pNPP herausgestellt,
die Position 91, die in der Wildtyp-BSLA der Position 82 entspricht, hatte sich nur in der
Cutilip-Sequenz als Hotspot-Position erwiesen. Thre Sattigung hatte in den HPlip-Varianten
zu keiner weiteren Aktivititssteigerung gefiihrt. In weiteren Versuchen sollte nun untersucht
werden, ob die Mutationen an diesen Positionen die moglicherweise durch die groflen
Deckelinsertionen bedingten Aktivititsverluste komplementieren oder aber eine generell

kritische Position fiir die Aktivitdt der BSLA unter den verwendeten Bedingungen darstellt.

p NPP-Aktivitat der Punktmutanten F17R und N82Y im
Vergleich zur WT-BSLA

300

250 A

150 |
100 +
50 4

WT-BSLA BSLA-F17R BSLA-N82Y

%WT-Aktivitat

(= Cutilip N91Y)

Abb. 3.10: Steigerung der Aktivitit der Wildtyp-BSLA gegeniiber pNPP durch Sittigungsmutagenese
an den Positionen 17 und 82. Die Aktivititen wurden auf die WT-BSLA (100 %) bezogen. Die Mutante
F17R zeigte verdoppelte Aktivitét, die Substitution des Aspartat durch Tyrosin an Position 82 bewirkte eine
ca. 25 %ige Steigerung. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus mindestens drei Messungen aus je vier
verschiedenen Expressionen.
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Die Positionen wurden daher auch im Wildtyp-Enzym BSLA jeweils einer
Sattigungsmutageses unterzogen. Die in den resultierenden Banken auftretenden Aktivititen
waren breit gestreut von inaktiv bis deutlich aktiver als die WT-BSLA. Die aktivsten
Varianten wurden isoliert und retransformiert. Nach der Reproduktion wurde jeweils die
Mutanten mit der hochsten Aktivitit sequenziert. Es zeigte sich, dass die
Aminosduresubstitution von Phenylalanin zu Arginin an Position 17 in der WT-BSLA eine
Aktivitatssteigerung gegeniiber pPNPP um 104 % zur Folge hatte. An Position 82 bewirkte die
Substitution von Asparagin durch Tyrosin eine Erhohung der Aktivitdt um ca. 25 % (Abb.
3.10). Diese Mutationen waren beim Screening der Sittigungsbanken der jeweiligen

Deckelvarianten nicht auffillig geworden.

Tab. 3.1: Aufstellung der als positiv identifizierten Mutationen nach Screening der Sittigungsbanken an
den Positionen F17 und N91 (bzw. N82). Im Falle der Deckelvariante HPlip und der HPlip-Punktmutante
N157D konnte durch die Séttigungsmutagenese an Position 17 keine weiter verbesserte Variante identifiziert
werden, als die, die bereits in der ungerichteten Mutagenese aufgetreten waren (F17Y). Durch Séittigung der
Position 82 konnte bei keiner der HPlip-Varianten eine Steigerung der Aktivitit erreicht werden.

Enzym / Variante Mutationen aus Sittigungsmutagenese

WT-BSLA 1121187213{( Einfachmutanten
F17Y

Cutilip NI1V Einfachmutanten
NI91L

o F17Y

Cutilip-L123P NOTW
F17A Doppelmutanten

Cutilip-Y 148 F17S
N91V

HPlip -

HPlip-K 156E F17S | Doppelmutante

HPlip-N157D -

34. Charakterisierung und Substratspektrum der Varianten

3.4.1. Aktivititen gegeniiber Fettsiureestern verschiedener Kettenlinge

Zur weiteren Charakterisierung der Deckelvarianten wurden ihre Aktivititen gegeniiber pNP-
Estern von Fettsduren verschiedener Linge untersucht (Abb. 1.12-14). Da nicht alle der
verwendeten Substrate unter den im Screening verwendeten Bedingungen stabil waren,

wurde hierbei ein anderes Protokoll zur Messung der Enzymaktivitit verwendet, als das im
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Screening eingesetzte: Es wurde Tris-HCI-Puffer (pH 8,0) mit 1 % Gummi arabicum anstelle
des im Screening verwendeten Sorensen-Phosphat-Puffers verwendet und die Substrate in
DMSO anstelle von Isopropanol gelost, bevor die Substratemulsion hergestellt wurde. Die
tibrigen Schritte erfolgten nach Standardverfahren.

Bei den Cutilip-Deckelvarianten zeigten sich die hochsten Aktivititen bei Substraten mit
kurzen Fettsdureseitenketten (Abb. 3.11). Eine deutliche Ausnahme davon war die Cutilip-
Doppelmutante N91W/L123P, die die hochste Aktivitit gegeniiber pNP-Caprylat (C8:0)
aufwies. Des Weiteren nahm bei allen vermessenen Enzymen die Aktivitit mit steigender
Kettenldnge ab bis zu einer Fettsdurekettenlinge von zwolf C-Atomen. Dann jedoch wurden
die Unterschiede gegeniiber lingeren Fettsdureestern zunehmend geringer. Dieses Muster
verlief bei allen gemessenen Enzymen, auller der genannten Doppelmutante, nahezu gleich.
Letztere zeigte im Vergleich zu den anderen Deckelvarianten eine deutlich erhohte Aktivitit

gegeniiber allen Substraten mit Ausnahme von pNP-Butyrat (C4:0).

Aktivitat der Cutilip-Varianten gegeniiber Fettsdureestern verschiedener Lange
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Abb. 3.11: Aktivititsspektrum der Cutilip-Punktmutanten gegeniiber Fettsdure-pNP-Estern. Aufgrund
der grofen Aktivitdtsunterschiede beziehen sich die Werte der WT-BSLA (rot) sich auf die rechte der beiden
Y-Achsen des Diagrammes, alle iibrigen auf die linke. Dargestellt sind Mittelwerte der Aktivititen je vier
voneinander unabhingiger Kulturansitze. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind die Fehlerbalken nur fiir
einige reprétsentative Enzyme angegeben. Alle Varianten wurden jeweils gleichzeitig und gegebenenfalls in
Verdiinnung in derselben Substratemulsion in Mikrotiterplatten vermessen. Die Substrate wurden zunéichst in
DMSO gelost und anschlieend in Tris-HCI-Puffer pH 8,0 mit 1 % Gummi arabicum emulgiert. Die jeweiligen
Punktmutationen sind in der Legende rechts angegeben.

Fiir die HPlip-Varianten zeigte sich ein leicht abgewandeltes Bild (Abb. 3.12). Die
Aktivititen gegeniiber pNP-Butyrat waren vergleichsweise hoch fielen jedoch mit

zunehmender Lange der Fettsdure ab. Die Aktivititen gegeniiber pNP-Dodekanoat und pNP-
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Myristat jedoch waren anschlieBend wieder leicht hoher als die der mittellangen FS-Ester
C8:0 und C10:0. Mit weiter steigender FS-Kettenldnge sank die Aktivitit wieder ab. Dieses
Muster zeigte sich fiir simtliche Varianten. Wie bei den Cutilip-Varianten gab es auch hier
eine Punktmutante (F17Y/M137L), die eine insgesamt hohere Aktivitit gegeniiber allen
Substraten aufwies. Weiterhin fiel auf, dass die Varianten, in denen an Postion 17
Phenylalanin durch Serin ersetzt war (Abb. 3.12, blau), eine deutlich héhere Aktivitit
gegeniiber dem kurzen Fettsdureester pNP-Butyrat aufwiesen als andere, und sogar die
ansonsten aktivste Variante F17Y/M137L tiibertrafen. Offenbar bewirkt die Mutation F17S

eine flr kurzkettige Fettsduren spezifische Substratpriaferenz.

Aktivitat der HPlip-Varianten gegeniiber Fettsdureestern verschiedener Lange
1,00 5,00
F17S, N94D

0,90 | 1 4,50
= T F17S N94D V163A
£ 080 1400 3
g g F17S N94D N120S 1162V V163E
8 | | .
3 0,70 3,50 E F17S K156E
% =
£ 0,60 -| + 3,00 TE' F17S N157D
I
= 050 1250 5 _u F17v M137L
< c
£ 040 1200 = —x—F17Y
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Abb. 3.12: Aktivititsspektrum der HPlip-Punktmutanten gegeniiber Fettsdure-pNP-Estern. Aufgrund der
groBBen Aktividtsunterschiede sind zwei unterschiedliche Y-Achsen angegeben - Die Werte der WT-BSLA (rot)
beziehen sich auf die rechts dargestellte Y-Achse des Diagrammes, alle iibrigen auf die linke. Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit sind nicht fiir alle Werte Fehlerbalken angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte der Aktivititen
von je 4 voneinander unabhingigen Kulturansitzen. Alle Varianten wurden jeweils gleichzeitig in derselben
Substratemulsion in Mikrotiterplatten vermessen. Die Substrate wurden zundchst in DMSO geldst und
anschliefend in Tris-HCl-Puffer pH 8,0 mit 1 % Gummi arabicum emulgiert.

Die aus den Sittigungsmutagenesen an Position 17 und 82 hervorgegangenen aktivsten
Mutanten des Wildtypenzyms BSLA F17R und N82Y lieBen solche Tendenzen nicht
erkennen (Abb. 3.13). So zeigte die Mutante F17R zwar eine leicht hohere Aktivitét
gegeniiber dem kurzkettigen Substrat pNP-Butyrat (C4:0) als die WT-BSLA, jedoch fiel die
Aktivitit nicht so drastisch gegeniiber pNP-Caprylat (C8:0) ab, wie bei den F17S-HPlip-
Mutanten, sondern blieb auch bei lingerkettigen Substraten dem Wildtyp dhnlich. Auch fiel
auf, dass sich die im Sorensen-Phosphatpuffer deutlichen Aktivititsunterschiede zwischen

WT-BSLA und ihren Punktmutanten unter diesen Bedingungen nicht reproduzieren lieBen.
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Abb. 3.13: Aktivititsspektrum der WT-BSLA und ihrer Mutanten gegeniiber Fettsiure-pNP-Estern
unterschiedlicher Linge. Dargestellt ist weiterhin das Aktivitdtsspektrum der Axelip-Deckelvariante.

Wihrend im Sorensen-Phosphatpuffer die F17R-Mutante die doppelte Aktivitdt im Vergleich
zum WT aufwies und die N82Y-Mutante immerhin eine Zunahme von 25 %, war letztere im
DMSO/Tris-HCI-System gegeniiber den meisten Fettsdureestern, mit Ausnahme von pNP-
Butyrat (C4:0), sogar nur rund halb so aktiv wie die WT-BSLA.

In Abb. 3.13 ist weiterhin das Aktivitdtsspektrum der Deckelvariante Axelip gegeniiber
diesen Substraten dargestellt, deren Aktivitit groBenordnungsméBig der aktivsten Cutilip-
Variante dhnelt. Die Kurve zeigt deutlich die Substratpriferenz im Bereich der kiirzeren
Fettsdure-pNP-Ester, jedoch mit im Vergleich zum WT geringerer Gesamtaktivitdt. Auch
wirkte die Priaferenz der kurzkettigen Fettsdureester nicht so stringent wie im Falle der WT-
BSLA, da hier bei 12 Kohlenstoffatomen in der Fettsdure eine Art Schwellenwert zu sein

schien, ab dem sich die Aktivitédt nicht mehr signifikant dndert.

3.4.2. Substratspezifitiit der evolvierten Deckel-Varianten gegeniiber verzweigten

Substraten

Neben der Aktivitdt gegeniiber unverzweigten Fettsdureestern wurden auch die Aktivitdten
gegeniiber verzweigten Substraten bestimmt. Es handelte sich dabei um racemisch
vorliegende para-Nitrophenyl-Ester verschiedener pharmazeutisch und technisch eingesetzter
Carbonsduren, die ebenfalls eine einfache Verzweigung in o-Position aufweisen. Diese
Substrate wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. T. Reetz am Max-Planck-Institut

fiir Kohlenforschung in Miilheim a. d. R. synthetisiert und fiir diese Arbeit freundlicherweise
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zur Verfiigung gestellt. Ziel war die Untersuchung des Einflusses der Deckelinsertionen auf
die Substratspezifitdt des Enzyms hinsichtlich volumindser Substratseitenketten.

Generell zeigte sich, dass die hochsten Gesamtaktivititen gegeniiber pNP-
Cyclohexancarboxylat auftraten und dass die Aktivitit gegen Null tendierte, sobald einer der
beiden Zweige grofler als eine Methylgruppe war (Abb. 3.14 — Die Abbildung ist im Anhang
8.1. vergroBert dargestellt). Im Vergleich zur WT-BSLA zeigte die Deckelvariante Axelip
eine deutlich verdnderte Substratpriferenz gegeniiber den untersuchten Substraten. Sie zeigte
sogar hohere Aktvititen gegeniiber aromatisch substituierten Propionsiure-Estern (Abb. 3.14
A, C, D) als die WT-BSLA mit Ausnahme des Ibuprofen-Esters (Abb. 3.14 B). Gegeniiber
pNP-Cyclohexancarboxylat war ihre Aktivitdt dagegen, verglichen mit der der WT-BSLA,
um ca. 60 % geringer, bei allerdings insgesamt deutlich héheren absoluten Aktivitéten.

Ebenfalls hohe Aktivitdt zeigt die Cutilip-Doppelmutante F17S/Y148H. Im Gegensatz zur

Substratspezifitat der Deckel-Varianten gegeniiber verzweigten Substraten
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Abb. 3.14: Substratspezifitit der Cutilip- und Axelip-Deckelvarianten beziiglich a-substituierter pNP-
Ester (Die Daten sind im Anhang vergrofiert abgebildet). Die Aktivitit des Wildtyps ist jeweils in rot
dargestellt. Die gezeigten Substrate sind jeweils pNP-Ester von (A) 2-Phenylpropanoat, (B) 2-(4-Isobutyl-
phenyl)-Propionséure [Ibuprofen-Ester], (C) 2-(3-Benzoylphenyl)-Propionséure [Ketoprofen-Ester], (D) 2-(6-
Methoxy-2-naphtyl)-Propionsdure [Naproxen-Ester], (E) Cyclohexancarboxylat, (F) Benzoesdure (links), 2-
Phenylbutanoat (Mitte) und 2-Ethylhexanoat (rechts). Gegeniiber den letztgenannten Susbstraten trat nur dullerst
geringe Aktivitit auf. Der Ubersichtlichkeit halber sind einige weitere Varianten mit nur sehr geringer Aktivitit
in diesen Diagrammen nicht dargestellt.
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Axelip-Deckelvariante ist die nicht-evolvierte Cutilip-Deckelvariante nur schwach aktiv
gegeniiber den verwendeten Substraten. Durch die entstandenen Punktmutationen wurde eine
deutliche Steigerung erreicht.

Fiir die HPlip-Varianten konnte hier keine, oder aber nur &uBlerst schwache Restaktivitit
beobachtet werden (ohne Abbildung). Wie auch im Falle der wunverzweigten
Carbonsidureester (Abb 3.14) wurde hier deutlich, dass die Aminoséduren F17 und N91 eine
wesentliche Rolle fiir die Enzymaktivitét spielen, da nahezu alle Varianten mit wesentlich
gesteigerter Aktivitdt eine Substitution an diesen Positionen beinhalteten. Dies gilt jedoch
auch fiir die entsprechenden Positionen der WT-BSLA, deren Punktmutanten F17R und
N82Y deutlich hohere Aktivititen aufwiesen, als der Wildtyp. Ein deutlicher Unterschied
zwischen beiden Positionen zeigte sich darin, dass die Mutation N82Y der WT-BSLA eine
drastische Erhohung der Aktivitit gegeniiber Substraten mit groBen aromatischen
Seitenketten zur Folge hatte, wihrend die Mutation FI7R zwar auch eine
Aktivititssteigerung bewirkte, jedoch in geringerem MalBle. Gegeniiber Cyclohexancarboxylat
wurde dagegen der umgekehrte Fall deutlich: F17R bewirkte deutliche Aktivititszunahmen,
wihrend N82Y nahezu keine Auswirkung hatte. Bei den evolvierten Cutilip-Varianten
scheinen weiterhin Mutationen wie Y 148H, die sich gegeniiber unverzweigten Substraten als
vorteilhaft erwiesen hatten, gegeniiber dem pNP-Cyclohexancarboxylat-Ester eher nachteilig
Zu sein.

Gegeniiber den in Abb. 3.14 F dargestellten Substraten war keines der untersuchten Enzyme
nenneswert aktiv. Erst nach mehreren Stunden zeigte sich in den Proben der WT-BSLA, ihrer
Punktmutanten und der Axelip-Deckelvariante ein schwacher Umsatz (ohne Abbildung), der

auf eine moglicherweise evolvierbare Aktivitdt hinweist.

3.4.3. Enantioselektivitiit der Deckelvarianten gegeniiber pNP-2-Methyldekanoat

Neben gesittigten Fettsdureestern zeigte die WT-BSLA auch Aktivitit gegeniiber dem
verzweigten Substrat pNP-2-Methyldekanoat, deren Enantiomere in reiner Form im
Arbeitskreis von Prof. Dr. M. T. Reetz am Max-Planck-Institut fiir Kohlenforschung in
Miilheim a.d.R. synthetisiert wurden und fiir diese Arbeit ebenfalls freundlicherweise zu
Verfiigung gestellt wurden. Die WT-BSLA zeigte gegeniiber diesem Substrat Selektivitét
beziiglich des R-Enantiomers mit einem ee-Wert von 78,3 = 3,0 % bei einem Umsatz von

38,8+ 1,1 % (Abb. 3.15)
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Auch die Deckelvarianten waren enantioselektiv, es zeigte sich hierbei jedoch, dass durch die
Insertion der groen Deckelbereiche sowohl im Falle der Cutilip-Deckelvariante als auch bei

der Axelip-Deckelvariante die Enantioselektivitdt auf ca. 50 % ee herabgesetzt wurde. Dabei

ee-Werte der Deckelvarianten-gegeniiber pNP-(R)-2-Methyldekanoat
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Abb. 3.15: Enantioselektivitit der Deckelvarianten gegeniiber pNP-2-Methyldekanoat. ee-Werte sind
jeweils farbig dargestellt, Umsitze in grau im Vordergrund. ee-Werte bei Umsitzen unter 5 % sind grau
schattiert. R- und S-Substrate lagen separat in einer Enkonzentration von 0,8 mM vor, nach Zugabe der
Substratlosung wurde die Absorptionsdnderungen bei 410 nm {iber 5 min im linearen Bereich aufgezeichnet

und anschlieBend die Umsidtze und die ee-Werte nach CHEN et al. (1982) berechnet. Angegeben sind
Mittelwerte aus sechs voneinander unabhéngigen Messungen. Die WT-BSLA ist rot gekennzeichnet

lagen die Umsétze der Axelip Variante mit 10,9 &+ 3,0 % deutlich hoher als die der Cutilip-
Variante, wo bei einem geringem Umsatz von 2,3+ 0,9 % eigentlich nur eine Tendenz
aufgezeigt werden kann. Werte mit Umsétzen von unter 5 % sind daher in Abb. 3.15 grau
schattiert angegeben. Die iibrigen Werte lassen darauf schlieBen, dass die gerichtete
Evolution der Cutilip-Deckelvariante trotz deutlicher Steigerung der Aktivititen die
Enantioselektivitdt beziiglich pNP-2-(R)-Methyldekanoat wenig beeinflusst hat. Im Falle der
drei an den Positionen F17 und Y 148 mutierten Varianten sanken die ee-Werte um 5-10 %,
im Falle der N91-Mutanten blieben sie im Bereich zwischen 48,7 + 1,7 % (Dreifachmutante
NO91S/S32P/V63A) und 54,6 = 4,7 % (N91S/N175H). Einzige Ausnahme mit einer
deutlichen Steigerung um ca. 16 % im Vergleich zum Ausgangskonstrukt war die Cutilip-
Einzelmutante F17Y mit einem ee-Wert-Wert von 66,5 = 15,6 %.

Bei der WT-BSLA dagegen wurde die R-Selektivitit durch die Einzelmutation F17R leicht
verringert. Auch ihr Umsatz, der gegeniiber den meisten weiteren Substraten im Vergleich

zur nicht-mutierten BSLA erhdht war, ist in diesem Fall interessanterweise auf gleichem
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Niveau. Die HPlip-Deckelvarianten zeigten gegeniiber pNP-2-Methyldekanoat nur sehr

schwache Aktivitit, so dass die Bestimmung von ee-Werten nicht erfolgen konnte.

3.4.4. Temperaturstabilitit der Deckelvarianten

Im Rahmen einer Diplomarbeit, die im Zuge dieser Dissertation betreut wurde, konnten die
Deckelvarianten Cutilip, Axelip und HPlip sowie einige Punktmutanten aus der ersten
Generation der epPCR-Mutagenese in groerem Mafstab (S5L) in E. coli BL21
tiberexprimiert und mittels Affinititschromatographie aufgereinigt werden. Die gereinigten

Proteine wurden hinsichtlich ihrer Temperaturstabilitdt untersucht.
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Abb. 3.16: Aktivititsverlust von BSLA-Deckelvarianten nach Inkubation bei 37 °C. Rot: WT-BSLA;
blau: Cutilip-Varianten; griin: Axelip; schwarz: HPlip-Varianten. Die jeweilige lipolytische Restaktivitdt wurde
im Anschluss an die Inkubation unter Standard-Bedingungen bei Raumtemperatur gemessen. Der
Temperaturverlauf zeigt, dass die Stabilitdt umso geringer wird, je groer der inserierte Deckelbereich ist.

Es wurde deutlich, dass die Grofle der Deckelinsertion einen starken Einfluss auf die
Enzymstabilitdt hatte. Bereits bei 37 °C zeigten sich nach einstiindiger Inkubation deutliche
Aktivitdtsverluste. Abb. 3.16 zeigt den Verlauf der Restaktivitit bei dieser Temperatur iiber
einen Zeitraum von einer Stunde. Cutilip erwies sich dabei am stabilsten — ihre Restaktivitat
belief sich nach einer Stunde auf ca. 60 %. Thre beiden Punktmutanten L123P und N91D
zeigten jeweils ca. 50 % und 40 % Restaktivitit. Axelip, deren Deckelinsertion um zwei
Aminosduren groBer ist, als die der Cutilip-Varianten zeigte dagegen nur noch eine geringe
Aktivitdt von 20 % nach einer Stunde. Im Falle der HPlip-Variante mit der deutlich gréeren

Deckelinsertion von 25 zusétzlichen Aminosduren im Vergleich zur WT-BSLA verliefen die
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Aktivititsverluste deutlich schneller und lagen bei nur noch 20 % Restaktivitit nach bereits

20 Minuten. Die HPlip-Punktmutante F17S/N94D aus der gerichteten Evolution verlor ihre

Aktivitit dabei allerdings langsamer als die nicht-evolvierte HPlip.

Auch bei hoheren Temperaturen waren die Deckelvarianten deutlich instabiler als die WT-

BSLA (Abb. 3.17). Bei 45 °C waren alle HPlip-Varianten nach einer Stunde inaktiv, Axelip

und die Cutilip-Varianten zeigten nur noch schwache Restaktivitidten von 10 bis 20 %, wobei

auch hier die nicht mutierte Deckelvariante Cutilip die grofite Stabilitdt aufwies. Alle Enzyme

verloren ihre Aktivitit vollstdndig nach einstiindiger Inkubation bei 50 °C.
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Abb. 3.17: Lipolytische Restaktivitit der aufgereinigten BSLA-Deckelvarianten nach einstiindiger
Inkubation bei verschiedenen Temperaturen. Rot: WT-BSLA; blau: Cutilip-Varianten; griin: Axelip;
schwarz: HPlip-Varianten. Die lipolytische Restaktivitdt wurde im Anschluss an die Inkubation unter

Standard-Bedingungen gemessen.
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3.5. Deletion der Deckelstruktur der Lipase A aus Pseudomonas aeruginosa

In den zuvor beschriebenen Versuchen wurden verschiedene flexible Strukturelemente in die
sehr kleine Lipase BSLA inseriert und so ihre Substratspezifitit verdndert. Parallel dazu
wurde in dieser Arbeit ein komplementirer Ansatz verfolgt, in dem aus einer groBBeren Lipase,
der Pseudomonas aeruginosa Lipase A (PAL), ein solches Strukturelement entfernt werden
sollte. Ziel war es dabei, die Flexibilitdt der o/B-Hydrolasen hinsichtlich groerer Deletionen
zu untersuchen. Als Zielstruktur wurde der Deckelbereich der PAL gewihlt. Dieser wird von
der Helix a5 und ihren benachbarten Loop-Strukturen gebildet (Abb. 3.18). Er galt aus
mehreren Griinden als vielversprechende Zielstruktur. (1) Die putativen ,,Scharniere® der
Deckelregion D116 und S164 liegen in der von NARDINI et al. (2000) gelosten
Kristallstruktur in der gedffneten Konformation rdumlich dicht beieinander. Bei direkter
Verbindung dieser beiden Aminosduren schien es wahrscheinlich, dass die Struktur der PAL
weitgehend erhalten bliebe, trotz der groen Deletion des Deckelbereiches. (2) Vergleiche
der Strukturen der PAL mit der Lipase B aus Candida antarctica (CALB) zeigten, dass beide
Enzyme in den Regionen vor und nach der Deckelhelix strukturhomolog sind, die CALB

jedoch anstelle der in PAL vorhandenen gro3en Deckelhelix zwischen den Positionen 1121

Wildtyp-PAL Deletionsvariante

Abb. 3.18: Konstruktion einer deckeldefizienten Variante der P. aeruginosa Lipase A, die anhand von
Homologievergleichen mit der Lipase LipB aus Candida antarctica erzeugt wurde. Die Aminosdurepositionen
122-152 wurden deletiert, AS153-155 dienten als Verbindung zwischen den benachbarten Helices.
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und L156 nur eine kurze Verbindung von drei Aminosduren aufweist (Abb. 3.18). Diese
beiden Uberlegungen dienten als Grundlage fiir die experimentelle Deletion der
Deckelstruktur der PAL in zwei verschiedenen Ansitzen.

Im ersten Ansatz wurden Varianten der PAL konstruiert, in denen die Positionen 117 bis 163
deletiert waren. Mehrere Varianten wurden erzeugt: In der Variante PALdell17 waren die
Aminosduren D116 und S164 direkt miteinander verbunden. In einer alternativen Strategie
wurde die Variante PALGly117 konstruiert, in der der Deckelbereich durch ein singuléres
Glycin ersetzt war, um die strukturelle Flexibilitdit zu erhohen und damit das Entstehen
funktioneller Konformationen zu erleichtern. Weiterhin wurde die Séttigungsbank PALrd117
konstruiert, in der dieses Glycinl17 durch sdmtliche weiteren proteinogenen Aminosiuren
ersetzt war, um das Spektrum der moglichen strukturellen Konformationen auszuschdpfen.
Im zweiten Ansatz, der auf Strukturhomologie zu CalB beruhte, waren die ,,Scharniere® 1121
und L156 zu weit voneinander entfernt, um eine direkte Verbindung ohne strukturelle
Einschriankungen zu ermdglichen. Es wurden daher zur Konstruktion der Varianten PALIid1
drei Aminosduren weniger deletiert und so die PAL-Postitionen 153-156 als verbindendes
Element der Helices a4 und a6 benutzt, so wie auch in CALB die Verbindung aus drei
Aminosduren besteht. In einer zweiten Strategie wurden diese drei Aminosdurepositionen
randomisiert und so die Variantenbank PALrdlid erzeugt.

Samtliche erzeugten Varianten wurden auf lipolytische Aktivitit untersucht, sowohl mittels
Agarplattentests gegeniiber Tributyrin als auch gegeniiber pNPP im Mikrotiterplattenformat.
Im Falle der Bank PALrd117 umfasste das Screening 300 Klone, im Falle der Bank PALrdlid
2.000. Es konnte jedoch keinerlei Aktivitdt detektiert werden. Expressionsuntersuchungen
der Einzelvarianten PALdell117, PALGIlyl117 und PALIid1 erfolgten per SDS-PAGE. Die
Gene der Varianten wurden daraufhin vereinigt und als Poo/ einer ungerichteten Mutagenese
mittels epPCR unterzogen. Das anschlieBende Screening auf Tributyrin-Agarplatten sollte
zeigen, ob durch Punktmutationen eine Reaktivierung und eine Wiederherstellung der
Expressionsfahigkeit erreicht werden kann. Nach Screening von ca. 30.000 Varianten wurden

die Versuche abgebrochen, da keinerlei Aktivitit nachgewiesen werden konnte.
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3.6. Konstruktion enantioselektiver Punktmutanten der Pseudomonas

aeruginosa Lipase A

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Entwicklung enantioselektiver Varianten der
Lipase A aus Pseudomonas aeruginosa (PAL). In vorangegangenen Arbeiten (BOCOLA et al.,
2004; LIEBETON et al., 2000; REETZ et al., 1997) konnte die Enantioselektivitit des Enzyms
durch gerichtete Evolution gegeniiber dem chiralen Substrat para-Nitrophenyl-(S)-2-
Methyldekanoat um ein Vielfaches gesteigert werden. Dabei wurde eine Vielzahl von
Mutationen akkumuliert, von denen man annahm, dass nicht alle einen Einfluss auf die
Selektivitit des Enzyms ausiibten. Die selektivste der dabei erzeugten Varianten war die
Mutante 1HS. Sie wies die sechs Aminosaureaustausche D20N, S53P, S155M, L162G, T1801
und T234S auf. Da ihre Kristallstruktur experimentell bislang nicht zugénglich war, wurde
von BOCOLA et al. (2004) ein Modell erstellt, basierend auf der Kristallstruktur des
Wildtypenzyms, um die Mechanismen der Enantioselektivitit dieser Mutante zu untersuchen.
In einer umfangreichen, theoretischen Studie wurden dabei durch molekulare Modellierung
(MM) und quantenmechanische Rechnungen (QM) die Ubergangszustinde des R- und S-2-
Methyldekansdure-pNP-Esters bei der Hydrolyse durch die Wildtyp-Lipase und die 1H8-
Mutante, sowie acht weiterer Punktmutanten simuliert und miteinander verglichen. Weiterhin
wurden molekulardynamische (MD) Simulationen mit den jeweiligen Michaelis-Menten-
Komplexen und tetraedrischen Intermediaten iiber 1 ns durchgefiihrt. Anhand dieser
Rechnungen wurde die Hypothese aufgestellt, dass die erhohte Enantioselektivitét
malgeblich durch die Kombination der beiden Aminosidueaustausche S53P und L162G
hervorgerufen wird. Beide zusammen ermoglichen die Bewegung einer weiteren Aminoséure,
HS3, ins aktive Zentrum, welche dort die Bindung des R-Enantiomers sterisch beeintriachtigt.
Die drei Mutationen D20N, T180I und T234S dagegen haben keinerlei Auswirkung und die
Mutation an Position 155 ist sogar eher kontraproduktiv im Hinblick auf Enantioselektivitit.

In dieser Arbeit wurden nun insgesamt 25 verschiedene Punktmutanten der PAL zielgerichtet
konstruiert, die sowohl sidmtliche Einzelmutationen der 1H8-Mutante als auch verschiedene
Kombinationen dieser Mutationen enthielten. Weiterhin wurde die Funktion der Aminoséure
H83 bei der Katalyse des pNP-2-Methyldekanoat durch Austausch gegen Alanin,
Phenylalanin und Leucin untersucht. Ziel war es, die Bedeutung der einzelnen Mutationen
sowie bestimmter Kombinationen fiir die Selektivitit des Enzyms aufzukldren. Die dabei

ermittelten Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt.
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3.6.1. Die Mutationen S53P und L162G wirken kooperativ auf die Enantioselektivitat

Eine Untersuchung jeder Mutation der 1H8-Mutante einzeln ergab, dass mit Ausnahme der
Mutation L162G, die als Einzige in direkter Ndhe des aktiven Zentrums lokalisiert ist und
eine Steigerung des E-Wertes auf 33 bewirkte, keine der Mutationen allein einen Einfluss auf
die Selektivitdt des Enzyms hatte. Die Doppelmutante M8 mit den Aminosduresubstitutionen
S53P/L162G dagegen wies mit einem E-Wert von 63,7 sogar eine hohere Enantioselektividt
auf, als die urspriingliche Mutante 1HS8, die einen E-Wert von 50 hinsichtlich des S-
Enantiomers zeigte. Zusétzliche Austausche an Position 155, die sich in den
vorangegangenen Evolutionsexperimenten als Hotspot erwiesen hatte (LIEBETON et al., 2000;
REETZ et al., 1997), bewirkten dagegen eine Verringerung der E-Werte im Vergleich zur
1H8-Mutante. Fiir S155M ergab sich ein Wert von 41,7, im Falle von S155F ein Wert von
57,9. Die ermittelten Daten sind in Tab. 3.2 zusammengefasst. Sie bestdtigen weitgehend die
Schlussfolgerungen aus den theoretischen Berechnungen, denen zufolge der Austausch
L162G eine Erweiterung der Bindetasche bewirkt und so die Bindung des chiralen Substrates
erleichtert. Weiterhin wurde postuliert, dass in Kombination mit S53P die sterischen
Beschriankungen des Histidins an Position 83 aufgehoben werden, das dadurch in

Wechselwirkung mit dem Oxyanion des S-Enantiomers treten kann.

Tab. 3.2: Enantioselektivitiit der hydrolytischen kinetischen Racematspaltung von para-Nitrophenyl-rac-
2-Methyldekansiure-Ester durch verschiedene, von der Mutante 1H8 abgeleitete Einzelmutanten, sowie durch

das Wildtypenzym PAL.Varianten von besonderem Interesse (s. Text) sind hellblau unterlegt.

Variante Mutationen E-Wert ee-Wert Umsatz (%)
wrt? Wildtyp 1,2 6,8+1,6 43,7+1,5
1H8* D20N,S53P,S155M,L162G,T1801,T234S 50,1 95,1+0,8 19,8 £ 2,1
M1 D20N 1,3 11,0£0,9 19,0+ 0,9
M2 S53P 3,1 48,0+0,8 17,0+£1,2
M3 S155M 1,5 19,0+£1,2 20,0+1,0
M4 S155F 2,1 33,0+1,1 150+ 1,4
M5 L162G 32,8 89,0+0,8 416+1,6
M6 T180I 1,4 15,0+ 1,0 24,0+£0,5
M7 T234S 1,3 11,0+£0,3 21,0+£0,3
M8 L162G, S53P 63,7 96,2+ 0,6 17,9+ 3,7
M9 L162G, S53P, S155M 41,7 91,6 £0,8 395+3,4
M10 L162G, S53P, S155F 57,9 94,5+ 0,3 344+29

* Reetz et al. (1997)
*Bocola et al. (2004)
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3.6.2. Die Funktion des Histidin an Position 83

Die Aminosdure an Position 83 war bislang bei der Optimierung der Enantioselektivitét der
PAL weder in Ansdtzen mittels gerichteter Evolution noch in Studien zum rationalen Design
des Enzyms in Erscheinung getreten. In den QM/MM-Berechnungen und den MD-
Simulationen zur Analyse der 1H8-Mutante wurde dem Histidin an dieser Position jedoch
eine kritische Rolle bei der Diskriminierung zwischen R- und S-Enantiomer des Substrates
zugeschrieben (Bocola et al., 2004), da durch die Mutationen S53P und L162G seine
sterischen Beschrinkungen aufgehoben werden. So kann sich seine Seitenkette ins aktive

Zentrum bewegen und die Bindung des S-Enantiomers sterisch erleichtern und moglicher-

Tab. 3.3: Enantioselektivitiiten der hydrolytischen kinetischen Racematspaltung von para-Nitrophenyl-
rac-2-Methyldekansiure-Ester durch verschiedene H83-Mutanten der PAL sowie einiger ihrer Varianten
im Vergleich mit dem Wildtyp der Pseudomonas aeruginosa Lipase A sowie der 1H8-Mutante. Varianten von
besonderer Bedeutung (s. Text) sind farblich unterlegt.

Variante Mutationen E-Wert ee-Wert Umsatz (%)
WT Wild Type 1,2 6,8+1,6 43,715
1H8 D20N,S53P,S155M,L162G,T1801,T234S 50,1 95,1+0,8 19,8 £ 2,1
M11 H83A 1,4 13,3+0,5 21,8+2,6
M12 H83L 1,8 279+0,8 11,3+0,9
M13 H83F 1,1 5820 14,0127
M14 L162G, H83A 54,3 92,9+0,6 415+2,0
M15 L162G, H83L 41 94,1+1,0 19,6 £0,3
M16 L162G, H83F 7,5 73,922 14,0 £ 3,2
M17 L162G, S53P, H83A 59,8 92,9+0,6 441 +1,3
M18 L162G, S53P, H83L 47,9 93,6 £ 0,2 334+2,1
M19 L162G, S53P, H83F 54 62,6 £ 3,2 26,4 +5,3
M20 L162G, S53P, S155M, H83A 32,3 90,6 +0,6 345+1,2
M21 L162G, S53P, S155M, H83L 25,5 89,9+ 0,1 29,6 £ 3,2
M22 L162G, S53P, S155M, H83F 32,9 90,2+3,5 38,2+ 3,6
M23 L162G, S53P, S155F, H83A 31,4 92,3+0,4 20,6 £1,6
M24 L162G, S53P, S155F, H83L 53,2 94,7+0,5 28,3+2,6
M25 L162G, S53P, S155F, H83F 6,4 69,725 17,1+4,6

weise eine stabilisierende H-Briicke zu dessen Oxyanion ausbilden. Durch Konstruktion
entsprechender Mutanten sollte dieses Modell iiberpriift werden. Es zeigte sich jedoch
entgegen den Erwartungen, dass auch Varianten, in denen das Histidin gegen Alanin oder
Leucin ersetzt war, eine hohe Enantioselektivitit aufwiesen (Tab. 3.3), sowohl in
Kombination mit L162G als auch in Dreifachmutanten zusammen mit S53P und L162G.

Dieselben Kombinationen mit Phenylalanin an Position 83 dagegen waren kaum selektiv,
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obwohl Phenylalanin sterisch dem Histidin deutlich &hnlicher ist als Alanin oder Leucin.
Auch in den Vierfachmutanten M23-25 mit der zusétzlichen Mutation S155F zeigte sich
dieses Muster. In den analogen Vierfachmutanten mit S155M dagegen hatte H83F
tiberraschenderweise keine negativen Auswirkungen auf die Enantioselektivitit im Vergleich
zu H83A und HS83L. Mogliche Erklarungen werden anhand des bestehenden Modells in
Abschnitt 4.6 diskutiert.
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4. DISKUSSION

4.1. Konstruktion und Evolution von Deckelvarianten der Lipasen aus

Bacillus subtilis und Pseudomonas aeruginosa

Die gerichtete Evolution hat sich seit Beginn der 1990er Jahre als Schliisseltechnologie zur
Neu- und Weiterentwicklung von Enzymen fest etabliert und wird heute sowohl im
akademischen Bereich als auch fiir technische Anwendungen vielseitig eingesetzt (DALBY,
2007; KAUR & SHARMA, 2006). Parallel zu den Fortschritten auf diesem Gebiet entwickelten
sich in den letzten Jahren zudem die Verfahren der Strukturanalytik und in silico-
Modellierung von Proteinen bedeutend weiter, so dass sich heute Methoden des rationalen
Designs mit denen gerichteter Evolution zu duBerst erfolgreichen Strategien der
Enzymoptimierung ergdnzen (CHICA et al., 2005; BORNSCHEUER & POHL, 2001). Vor allem
die Verbesserung der Qualitit der Variantenbanken durch Beschrinkung auf zuvor auf
rationalem Wege ermittelte, sensible Teilbereiche der Zielproteine (focussed libraries) fiihrte
in jiingster Zeit zu bedeutenden Erfolgen (REETZ et al, 2006c). Die Methoden der
Mutagenese selbst blieben jedoch weitgehend beschrinkt auf sequentielle Methoden wie
Kassetten- und Sittigungsmutagenese (1.5.2.), die eine Art Feinabstimmung bereits
vorhandener Funktionen bewirken. Dabei wurde die Struktur der Proteine selbst meist nur
unwesentlich verdndert. Dies ist einerseits der Tatsache zuzurechnen, dass vielfach solche
Enzyme optimiert werden, die durch die vorangegangene natiirliche Evolution die
gewiinschten Fahigkeiten bereits weitgehend entwickeln konnten und durch nur relativ
geringe strukturelle Verdnderungen optimiert werden kdnnen (REETZ et al., 2006a; SCHMITT
et al., 2002). Andererseits lassen sich grofle Konformationsdnderungen nur in seltenen Fillen
vorhersagen und modellieren und sind daher per rationalem Design kaum zuginglich.
Bedeutende Fortschritte mit Sekundir- und Tertidrstruktur-oriententierten Ansédtzen der
gerichteten Evolution wurden in den letzten Jahren auf dem Gebiet des de novo Design von
Proteinen publiziert (KODER & DUTTON, 2006; HECHT et al., 2004; BOLON et al., 2002;
TAYLOR et al., 2001; WEST & HECHT, 1995; KAMTEKAR ef al., 1993; HECHT et al., 1990).

In dieser Arbeit wurde ein Ansatz verfolgt, der speziell auf die Verdnderung der
Enzymstruktur bzw. groBerer funktioneller Elemente abzielte, um so die Substratbindungs-
eigenschaften zweier Lipasen aus Bacillus subtilis und Pseudomonas aeruginosa zu
beeinflussen. Ausgangspunkt der Arbeiten war die Uberlegung, dass a/f-Hydrolasen eine Art

modularen Aufbau zeigen, d.h. dass sie zwar eine gemeinsame Grundstruktur besitzen, die
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spezifischen Eigenschaften wie Substratspezifitit aber hauptsdchlich durch Strukturelemente
hervorgerufen werden, welche sich zwischen den einzelnen Vertretern eines Zweiges dieser
Enzymfamilie wie z.B. den Lipasen stark unterscheiden konnen. Hinweise dafiir liefern u. a.
die Arbeiten von CARRIERE und VERGER (HALIMI et al., 2005; CHAHINIAN et al., 2002;
CARRIERE et al., 1998; CARRIERE et al., 1997) sowie QIAN et al. (2007), die bereits einzelne
Teile zwischen homologen Lipasen iibertragen konnten. Diese Enzyme waren einander
allerdings eng verwandt (CARRIERE et al., 1997). Es besteht die Hypothese, dass sich die o/f-
Hydrolasen im Zuge divergenter Evolution durch Akkumulation solcher zusitzlicher
Strukturelemente entwickelt haben (HEIKINHEIMO et al., 1999; OLLIS & GOLDMAN, 1992).
Ziel der Arbeiten war es, eine solche Entwicklung in vitro nachzuvollziehen, indem
Strukturelemente homologer o/f-Hydrolasen auf die Bacillus subtilis Lipase A in ihrer
Eigenschaft als minimale o/B-Hydrolase iibertragen wurden, um so ihre Substratbindungs-
eigenschaften zu beeinflussen. Ferner sollte gepriift werden, ob diese neuen Strukturelemente
anschlielend durch gerichtete Evolution in einer Art Feinabstimmung an die BSLA angepasst
werden konnen. Die Ergebnisse sollten Méglichkeiten zur Entwicklung neuer o/p-Hydrolasen
aufzeigen und fiir weitergehende Arbeiten auf diesem Gebiet Anhaltspunkte liefern wie z.B.
der Konstruktion einer Art ,Baukastensystem’ aus o/p-Hydrolase-Strukturelementen.

Parallel sollte untersucht werden, ob der umgekehrte Ansatz ebenfalls durchfiihrbar ist, einer
o/B-Hydrolase bereits vorhandene Strukturelemente deletieren zu konnen. Dazu sollte der
putative Deckel (NARDINI et al., 2000) der Pseudomonas aeruginosa Lipase A entfernt
werden, um einerseits verdnderte Substratpraferenzen zu beobachten, andererseits jedoch auch

Moglichkeiten zu untersuchen, die Expression und Faltung des Enzyms zu vereinfachen.

4.2. Etablierung und Optimierung des Screeningverfahrens

Das Screeningsystem legt bei einer gerichteten Evolution den entscheidenden Selektionsdruck
an und ist daher neben der Mutagenese der kritische Faktor bei einer evolutiven
Enzymoptimierung. Der Einsatz moderner Automatisierungstechnologien in Form von
Robotern haben den theoretisch moglichen Durchsatz in den letzten Jahren zwar enorm erhdht
(REYMOND & BABIAK, 2007), jedoch setzen sie standardisierte MeBgroen und einen
reibungslosen Verlauf der Prozesse voraus. Bei dem &uflerst arbeits- und zeitintensiven
Umgang mit groen Variantenbanken in lebenden Zellen, der im Falle eines
Prozessabbruches mit hohem Zeit- und Materialverlust einhergeht, ist im Vorfeld eine sehr

sorgfiltige Analyse und Optimierung moglicher Fehlerquellen erforderlich. In dieser Arbeit
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traten immer wieder Schwankungen der Zelldichten und der Enzymaktivititen auf, die die
Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der Messungen beeintrachtigte. Eine der moglichen
Fehlerquellen ist das unregelméfige Volumen des Inokulates beim Animpfen der Kulturen in
den verwendeten DW-MTP. Durch Verwendung einheitlicher Stahlspitzen im Pickroboter
,Qpix’ konnte dies weitestgehend ausgeglichen werden. Dennoch trat unregelméfiger Wuchs
der E. coli-Kulturen in den verwendeten Deepwell-Mikrotiterplatten immer wieder auf (3.2.1).
Dass sich das Wuchsverhalten von mikrobiologischen Laborstimmen in Mikrotiterplatten von
dem in klassischen mikrobiologischen Gefdlen wie Erlenmeyer- oder Schikanekolben
unterscheidet, ist in der Literatur oft beschreiben (KUMAR et al., 2004), die Ursachen dafiir
sind jedoch bislang nicht vollstindig aufgeklédrt. Der von HERMANN et al. (2003) als Ursache
angefiihrte unregelmiBige Gasaustausch in diesen GefdBen im Vergleich zu Erlenmeyer- und
Schikanekolben ist unter Standard-Laborbedinungen kaum zu beheben (KENSY et al., 2005).
In dieser Arbeit wurde die Proteinexpression in der stationdren Phase praktiziert. Dies birgt
das Risiko einer geringeren Proteinexpression, fithrt aber zu einer stark verbesserten
Vergleichbarkeit der einzelnen Proben, was in einem Screening-Prozess der entscheidende
Gesichtspunkt ist. Weiterhin konnte durch die Verwendung eines geeigneten Vollmediums
das Verhidltnis von Zelldichte zu lipolytischer Aktivitit optimiert werden. Ein dazu
alternatives Verfahren besteht darin, zunéchst in kleineren Volumina von ca. 0,2 ml eine Art
Vorkultur anzulegen, diese nach Erreichen der stationdren Phase auf 1,2 ml aufzufiillen und in
der folgenden logarithmischen Wuchsphase die Proteiniiberexpression zu induzieren. Zwar
wird so eine hohere Proteinexpression erreicht, die langen Wartezeiten und zusétzlichen
Zelldichtemessungen sind jedoch bei einem geforderten sehr hohen Durchsatz im téglichen
Laborbetrieb nicht praktikabel und wurden daher in dieser Arbeit vermieden.

Durch Definition eines Schwellenwertes fiir positive Varianten im Screening und seine
Einbindung in die jeweilige Photometer-Software konnte ein Auswertungsschema erstellt
werden, in welches die Datenmengen schnell und einfach eingelesen und graphisch
iibersichtlich dargestellt werden konnten. Dies vereinfachte die Auswertung der teils groflen
Mengen von MeBergebnissen aus dem Hochdurchsatzscreening.

Auch die Probenaufbereitung aus den DW-MTP fiir den Hochdurchsatz-Lipase-Test konnte
im Rahmen dieser Arbeit weiterentwickelt werden, indem eine Methode zur Zelllyse direkt in
Photometer-geeigneten Mikrotiterplatten etabliert wurde. Es konnten so zwei &dulerst
aufwindige Arbeitsschritte eingespart werden: Bislang wurde die Lyse von E. coli-Zellen in
denselben DW-Mikrotiterplatten durchgefiihrt, in denen auch die Anzucht erfolgt war. Um

dabei nicht die Plasmid-DNA fiir eine spitere Isolierung der Gene erfolgreich evolvierter
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Proteinvarianten zu verlieren, mussten die Kulturplatten durch Uberimpfung in je eine weitere
Mikrotiterplatte kopiert werden, die dann bis zur weiteren Verwendung konserviert wurde.
Zur Trennung der Zellbestandteile war weiterhin ein Zentrifugationsschritt erforderlich, der
aufgrund der begrenzten Zentrifugenkapazitit von vier MTP zeitaufwéndig war und und fiir
Mikrotiterplatten aus Kunststoff obendrein mit einem Bruchrisiko verbunden war. Durch das
nun optimierte Lyseverfahren fiir die kleinvolumigen Proben von ca. 20 ul direkt in den
Photometer-geeigneten MTP wurde sowohl dieser Zentrifugationsschritt als auch das
Kopieren der Variantenbanken iiberfliissig. Dies bedeutet neben einer grolen Zeitersparnis
auch, dass der Verbrauch kostenintensiver Mikrotiterplatten halbiert wird. Weiterhin konnen
die Plasmide positiv evolvierter Varianten auf diese Weise direkt aus den Kulturplatten
isoliert werden. Dies minimiert das Risiko, positive Varianten durch Uberwachsen von
Kreuzkontaminationen zu verlieren, was beim erneuten Uberimpfen von DW-MTP-Kulturen
in bisher gidngigen Verfahren leicht passieren kann.

Auch Pipettierfehler werden in diesem Verfahren minimiert, da sich homogene Zellkulturen
sehr viel leichter und genauer pipettieren lassen als Lysate, in denen DNA, aggregiertes
Zellmaterial sowie unvollstidige Lyse trotz der Zentrifugation storende Inhomogenitéten wie
Verklumpungen und Viskositétsunterschiede erzeugen. Diese konnen beim Pipettieren mit
Mehrkanalpipetten oder dem 96fachen TeMo-Modul der Tecan-Workstation zu
Verstopfungen einzelner Spitzen fiithren und so die Ergebnisse stark verfalschen. Das in dieser

Arbeit angewandte Verfahren eliminiert diese Fehlerquellen und ist einfach und effizient.

4.3. Konstruktion von Deckelvarianten der Bacillus subtilis Lipase A

4.3.1. Konzeption des Versuchsansatzes — Struktur als Voraussetzung fiir Funktion

Die Bacillus subtilis Lipase A diente als Basis fiir die Insertion von Deckel- und
deckeldhnlichen Peptiden (loops) anderer o/B-Hydrolasen. Diese wurden aufgrund von in
silico- Homologievergleichen ausgewéhlt. Dazu wurden zunichst mit Hilfe der Algorithmen
VAST (GIBRAT et al., 1996; MADEJ et al., 1995) und DALI (HOLM & SANDER, 1993)
geeignete Strukturhomologe der BSLA in der PROTEIN DATA BANK (BERMAN et al., 2000)
ermittelt. In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. B. W. Dijkstra an der Universitit
Groningen wurden durch in silico Uberlagerung von o/B-Hydrolasen Strukturmerkmale
identifiziert, die sich fiir eine Ubertragung eigneten. Auf die Homologie in diesen Bereichen
und auch auf eine gewisse ,,Passform* wurde dabei groBen Wert gelegt, um der Tatsache

Rechnung zu tragen, dass die Struktur von Proteinen die wesentliche Voraussetzung fiir ihre
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Funktionalitit ist (BESENMATTER et al., 2004; HECHT et al., 2004; WEST et al., 1999). Es
wurde daher in diesem Versuchsansatz davon ausgegangen, dass durch die Verwendung
solcher  Strukturelemente die Wahrscheinlichkeit, funktionelle Varianten zu erhalten,
maximiert wird. Eine Alternative hétte darin bestanden, ein randomisiertes Oligopeptid
einzufiigen und durch Screening funktionelle Varianten zu ermitteln. Je nach Grad der
Randomisierung hitte dies jedoch zu einer sehr hohen Anzahl méglicher Varianten mit einem
weiten Sequenzraum gefiihrt, der mittels Hochdurchsatzscreening nicht erschliebar gewesen
wire. Stattdessen wurden in dieser Arbeit Insertionen gewéhlt, deren Struktur sich im Zuge
der natiirlichen Evolution bereits als funktionell erwiesen hatte und diese auf eine andere
Basis iibertragen. Auf diese Weise bewegt man sich ausschlieBlich auf den sogenannten
,Funktionsinseln“ des Sequenzraumes (WRIGHT, 1932) oder ,,Gipfeln der Fitnessland-
schaft* (EIGEN ef al., 1989; EIGEN, 1984)(Abb. 4.1).

Optimierung
durch
Insertion funktioneller gerichtete
Strukturelemente Evolution

Fitness

Wildtyp-Lipase

/]
11
Sequenzraum

Abb. 4.1 : Illustration des Sequenzraum-Konzeptes nach EIGEN (1986; 1971) Von den mdglichen Sequenzen
eines Proteins bilden nur duBerst wenige funktionelle Strukturen. Diese kdnnen quasi als Inseln in einem
metaphorischen Ozean der Mdoglichkeiten, dem Sequenzraum, betrachtet werden. Der in dieser Arbeit verfolgte
Ansatz nutzt ausschlieB8lich Strukturelemente, die sich im Laufe der Evolution bereits als funktionell erwiesen
haben und rekombiniert diese auf Homologiebasis, um so die Funktion nach Méglichkeit beizubehalten und
wenn moglich, zu iibertragen. Im Anschluss an den ,,grolen Sprung® erfolgt dann eine Optimierung mittels
gerichteter Evoution in kleineren Schritten (Abbildung modifiziert nach BOLON et al. (2002)).

Im Anschluss kann dann eine Optimierung mit einer vergleichsweise geringen
»Schrittweite* im Sequenzraum erfolgen, um die Fitness weiter zu erhohen. Dies kann mittels
sequentieller Mutatgeneseverfahren erfolgen, wie z.B. fehlerhafte PCR und Kassetten- oder
Sattigungsmutagenese (WONG, T. S. et al., 2006; HIBBERT & DALBY, 2005; ADAMCZAK &

KRISHNA, 2004; BORNSCHEUER, 2002a; LIEBETON ef al., 2000).
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Die Variante Cutilip wurde konstruiert, indem die Positionen 39-51 der BSLA gegen
Sequenzabschnit 73-94 der Cutinase aus Fusarium solani pisi ausgestauscht wurden. Damit
wurden 13 Aminosduren aus der BSLA entfernt und 22 Aminosduren aus der Cutinase
eingefiigt. Die Sequenz der resultierenden Variante Cutilip ist damit um neun Aminsduren
verldngert. Vorausgesetzt, die Grundstruktur des Enzyms bleibt erhalten, verschiebt sich
somit die Bezeichnung der homologen Positionen ab der Insertion im Vergleich zur WT-
BSLA, so dass die Aminosduren des aktiven Zentrum nun S86, D142 und H165 sind. Die

Deckelinsertion befindet sich zwischen den Positionen V39 und A60.

WT-BSLA Cutilip Axelip HPlip
Aminosidurepositionen
- V39 - A60 V39 - G62 P153 - V180
der jeweiligen Insertion
Aminosiuren des S77, D133, S86, D142, S88, D144, S77, D133,
aktiven Zentrums H156 H165 H157 H18&1
/ X

",
LY
A

g ' /,l\ :

y b a . \ )
4 \ \ /\lp i'_/' /A
5 = | r‘?i\! )]
N &/ lq I 4

“.
‘“}J i"/er {

Abb. 4.2: Positionen der Insertionen und der Aminosiuren des aktiven Zentrums in der Proteinsequenz
(Tabelle) und in Strukturmodellen der jeweiligen Variante (unten): Cutilip (links, Insertion tiirkis) Axelip
(Mitte, Insertion dunkelblau) und HPlip (rechts, Insertion griin). Das Basisgeriist der BSLA ist in weil3
dargestellt, die Bereiche des WT-Enzyms, die durch die Insertion entfallen, sind in hellblau von der {ibrigen
Struktur unterschieden.

Zur Konstruktion der Variante Axelip wurden ebenfalls die Aminoséuren 39-51 der BSLA
entfernt und an ihre Stelle der Sequenzabschnitt 41-64 der Acetylxylanesterase aus
Penicillium purpurogenum inseriert (Abb. 4.2). Mit dieser Insertion von 24 Aminosduren

verldngert sich die Axelipsequenz damit um elf Positionen. Die Aminosduren des aktiven
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Zentrums sind folglich S88, D144 und H167, die Deckelinsertion wird begrenzt von V39 bis
G62.

Im Falle der Variante HPlip befindet sich die Deckelinsertion in der Ndhe des C-Terminus des
Proteins: Die Aminosduren 153-155 wurden ausgetauscht gegen den Sequenzabschnitt 235-
262 der humanen Pankreaslipase. Die Sequenz der HPlip-Variante ist also im Vergleich zur
WT-BSLA um 25 Aminoséduren erweitert. Die Nummerierung verschiebt sich im Vergleich
zur BSLA fiir die letzte Helix des Enzyms und fiir das Histidin des aktiven Zentrums, nicht
jedoch fiir das aktive Serin und das aktive Aspartat. Das aktive Zentrum der Variante HPlip
ist daher S77, D133 und H181. Die Deckelinsertion liegt zwischen P153 und V180 und somit
direkt vor dem aktiven Histidin. Eine Besonderheit dieser Insertion ist eine Disulfidbriicke,
die sich zwischen den Cysteinen 155 und 179 befindet. Diese hédlt in der humanen
Pankreaslipase, dem Ursprungsenzym des Peptids, die ,,Scharniere® (WINKLER, F. K. et al.,
1990) des Deckels zusammen. Bei der Konstruktion der Variante HPlip wurde explizit darauf
geachtet, diese Cysteine beizubehalten. Die Bezeichnungen und Charakteristika der Varianten

sind in Abb. 4.2 zusammfassend dargestellt.

4.3.2. Alle drei konstruierten Deckelvarianten zeigten Aktivitit gegeniiber para-

Nitrophenylpalmitat

Alle drei konstruierten Varianten zeigten Aktivitdt gegeniiber dem Standardsubstrat pNPP,
was darauf schlieBen ldsst, dass sich die katalytischen Aminoséduren in ihrer relativen Position
zueinander durch die Insertion der Deckelbereiche zwar vermutlich verschoben haben, aber
noch in einer katalytisch aktiven Konformation vorlagen. Es kann also davon ausgegangen
werden, dass die Insertionen tatsdchlich als verldngerte Peptidschleifen an der BSLA vorlagen
und mit der Konformation des aktiven Zentrums auch die Gesamtstruktur der Bacillus
subtilis-Lipase in ihren Grundziigen erhalten blieb. Beachtlich ist dies insbesondere im Falle
der Variante HPlip, denn die Insertion entspricht mit 25 zusétzlichen Aminosduren und
nahezu 3 kDa immerhin ca. 14 % der BSLA-Masse. Hier befindet sich eine Disulfidbriicke
zwischen den Cysteinen C155 und C179 (Abb. 4.3). Sie scheint das Deckelpeptid an seiner
Basis zusammenzuhalten, dhnlich wie es in seinem Ursprungsenzym, der humanen Pankreas
Lipase, der Fall ist. Die Disposition des aktiven H181 kdnnte dennoch grof3 genug sein um die
vohandene deutliche Abschwichung der Aktivitit im Vergleich zum Wildtyp zu verursachen.
Eine andere mogliche Ursache fiir die starke Verringerung der Aktivitit wire eine unglinstige

Faltung des Deckelpeptides ins aktive Zentrum hinein. Bei der gegebenen Gesamtgrofle des
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Abb. 4.3: Uberlagerung der aktiven Zentren der Wildtyp-BSLA (grau) und der Deckelvariante HPlip
(blau/griin). Der gelbe Pfeil symbolisiert die Disulfidbriicke zwischen C155 und C179, die eine Art
»Scharnier” der Deckelinsertion bilden.

Peptides wire es moglich, dass es das aktive Zentum teilweise verdeckt und - je nach Mobiliét
der Aminosdurekette - blockiert. Um die Struktur und Faltung dieser grofen Insertion
erschopfend aufzukldren, wire eine Kristallstruktur des Enzyms erforderlich. Dies war im
Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht moglich. Daher wurden die hier beschriebenen
Schlussfolgerung anhand der bestehenden Kristallstruktur der Wildtyp-BSLA (VAN
POUDEROYEN et al., 2001), einer weiteren Struktur der BSLA mit gebundenem Inhibitor
(DROGE et al., 2006) sowie anhand von Modellen der Deckelvarianten abgeleitet. Letztere
wurden mit dem Programm MOLOC unter Verwendung des integrierten MAB-Kraftfeldes
(GERBER & MULLER, 1995) erstellt.

4.3.3. Die BSLA-Deckelvariante Axelip zeigt ein deutlich verindertes
Substratspektrum

Die BSLA-Deckelvariante Axelip zeigte in vielfacher Hinsicht hochinteressante
Eigenschaften. Thre spezifische Aktivitit gegeniiber dem Standardsubstrat pNPP war zwar
geringer als die der Wildtyp-Lipase, jedoch deutlich hoher als die der Varianten Cutilip und
HPlip. Aus diesem Grund war von einer gerichteten Evolution im Falle dieser Deckelvariante
zundchst abgesehen worden. Ein durch die Deckelinsertion verursachter teilweiser

Aktivititsverlust war von vornherein nicht iiberraschend - Ziel war vielmehr zu zeigen, dass
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(1) nach der Insertion eines homologen, aber enzym-fremden Strukturelementes grundsatzlich
Aktivitdt erhalten bleibt und sich weiterhin (2) die Substratspezifitit der resultierenden
Varianten im Vergleich zum Wildtypenzym deutlich verdndert. Im Falle der Deckelvariante
Axelip wurden diese beiden Ziele deutlich erreicht. Wahrend die Cutilip und HPlip den
groBBten Teil ihrer Aktivitdt verloren hatten, schien im Falle der Variante Axelip die
Destabilisierung der Gesamtstruktur des Enzyms gering zu sein. Im Hinblick auf die
Substratspezifitit zeigte die Axelip-Variante dagegen ein deutlich verdndertes Verhalten im
Vergleich zur Wildtyp-BSLA.

Im Falle der meisten getesteten aromatischen a-substituierten Carbonsdure-pNP-Ester lag ihre
Aktivitdt deutlich hoher als die der Wildtyp-Lipase. Im Falle des Ketoprofen-Derivates 2-(3-
Benzoylphenyl-)Propionsdure-pNP betrug der Aktivitdtsunterschied sogar tliber 150 %.
Geringere Aktivitit als der Wildtyp zeigte Axelip dagegen gegeniiber dem Ibuprofen-Derivat
2-(4-isobuty-phenyl)-Propionséure-pNP mit einer Aktivitdt von nur 50% verglichen mit der
der Wildtyp-BSLA, sowie gegeniiber den getesteten nicht-aromatischen Carbonsdureestern.
Auffallig ist, dass die Deckelvariante Axelip bei all solchen Substraten eine hohere Aktivitat
aufwies, in deren Carbonsdureanteil auf die 2-Methylgruppe eine planare und aromatische
Seitenkette folgt. Sowohl 2-Phenylpropanoat, als auch das Ketoprofen-Derivat und der
Naproxen-pNP-Ester besitzen eine solche planare Konformation, wohingegen im Ibuprofen-
pNP-Ester eine grofle und bewegliche Isobutyl-Gruppe vorliegt. Die Planaritdt des Substrates
scheint in diesem Zusammenhang von Bedeutung zu sein.

Genaue strukturelle Ursachen fiir diese Beobachtungen lassen sich im Detail erst aufkliren,
wenn eine Kristallstruktur der Variante vorliegt, deren Aufkldrung im zeitlichen Rahmen
dieser Arbeit nicht mehr moglich war. Denkbar ist jedoch, dass die Insertion des
Deckelpeptides den Zugang zum aktiven Zentrum des Enzyms zu einem relativ schmalen
Spalt verengt, den das Substrat auf dem Weg dorthin passieren muss. Substrate mit starren,
unbeweglichen Seitenketten und damit einer geringeren Anzahl moglicher Konformere hétten
dabei einen Vorteil im Vergleich zu solchen, die groBe und bewegliche aliphatische
Seitenketten besitzen wie der verwendete Ibuprofen-pNP-Ester, dessen Isobutylgruppe durch
seine Verzweigung sehr viel Raum in Anspruch nimmt. Substrate mit linearen Seitenketten
hitten ebenfalls einen Vorteil gegeniiber verzweigten Seitenketten. Auch dies spiegelt sich in
den in dieser Arbeit ermittelten Ergebnissen wider.

AbschlieBend kann also fiir die Axelip-Deckelvariante festgestellt werden, dass die
beobachtete ~Substratpraferenz mit hoher Wahrscheinlichkeit mit dem inserierten

Deckelpeptid zusammenhingt, da ansonsten keine weiteren Mutationen in der Variante
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vorhanden sind, wie die Sequenzierung eindeutig belegte. Das Enzym bildet einen
hochinteressanten Ausgangspunkt fiir mechanistische Untersuchungen, Analysen der
rdumlichen Anordnung des inserierten Peptides und weitere Optimierungen des Umsatzes von

Substraten mit verzweigten und volumindsen Seitenketten.

4.4. Gerichtete Evolution der Deckelvarianten Cutilip und HPlip zur

Adaption der Deckelinsertion

4.4.1. Die Wahl der Mutagenese-Strategie

Eine wichtige Frage bei der Feinjustierung der Deckelstrukturen am BSLA-Grundgeriist war
einerseits, welche Mutagenese-Methode die geeigneteste ist, vor allem aber, auf welchen
Bereich der Proteine sie angewandt werden sollte. Eine Mdglichkeit bestand darin,
ausschlieBlich das inserierte Deckelpeptid einer Mutagenese zu unterziehen, um es so an seine
,heue“ Basis anzupassen. Eine Anpassung von Deckelpeptid an das Proteingrundgeriist
konnte jedoch unter Umsténden auf beiden Seiten erfolgen: Das Deckelpeptid kann sich durch
vorteilhafte Mutationen an die ,,fremde* Basis anpassen, ebensogut kann sich aber auch das
Proteingrundgeriist durch entsprechende Mutationen an die ,,fremde* Peptidschleife anpassen.
Beim Versuch, allein die Deckelpeptide zu mutagenisieren, bestanden jedoch experimentelle
Schwierigkeiten, da die Deckelpeptide teils kiirzer als 100 bp waren. Dies fiihrte einerseits zu
sehr geringer Zahl von Basenfehlpaarungen im PCR-Produkt bei hdufig auftretender
Wildtypsequenz (Daten nicht gezeigt), andererseits zu geringen Produktausbeuten der epPCR
und diverser Aufreinigungsschritte. Weiterhin existierten keinerlei Restriktionsschnittstellen,
so dass die mutierten Deckelpeptide nicht kloniert werden konnten, sondern mittels
Megaprimer-PCR in die BSLA integriert und anschlieBend als Gesamtkonstrukte kloniert
werden mussten, was wiederum hohe Ausbeuteverluste und sehr geringe BankengroB3en zur
Folge hatte. Umfassenderer und erfolgversprechender war daher der Ansatz, die Mutagenese
iber das gesamte Enzym auszufiihren und so vorteilhafte Verdnderungen beider Teilbereiche
mit einzubeziehen. Hier zeigte sich die epPCR mit geringer Fehlerrate von 2-4
Basenfehlpaarungen pro kb nach JAEGER et al. (2001) mit anschlieBender Sattigungs-
mutagenese der Hotspots als sehr erfolgreich. Die tatsdchlich erreichte Mutationsrate lag mit
rechnerisch 3,8 bp/kb genau im erwarteten Bereich nach JAEGER et al. (2001). Versuche mit
hoherer Fehlerrate von 5-7 Basenfehlpaarungen pro kb wurden ebenfalls durchgefiihrt, hatten
jedoch den Verlust der Aktivitét bei iiber 90 % der erzeugten Mutanten zur Folge, ohne dass

eine verbesserte Variante gefunden wurde — ein Ergebnis, dass hochstwahrscheinlich auf die
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besondere Eigenschaft der BSLA als minimale o/B-Hydrolase zuriickzufiihren ist, in deren
minimaler Faltung zuviele Mutationen gleichzeitig leicht destabilisierend wirken konnen
(FUNKE et al., 2003; EGGERT, 2001). Besonders auffillig war in diesem Zusammenhang, dass
nahezu alle Mutationen in loops oder Helices lokalisiert waren, dagegen aber nur eine einzige
am Rande des zentralen Faltblattes. Diese Mutation K35R lag an der ersten Position des
Stranges P4° an der Proteinoberfliche der Cutilip-Variante. Ihre Seitenkette ist ins
Losungsmittel ausgerichtet und der Austausch Lysin zu Arginin hat aufgrund der dhnlichen
Polaritdt beider Seitenketten vermutlich keine oder nur sehr geringe Auswirkung auf die
Struktur des Enzyms. Ein Vergleich mit anderen Arbeiten zur gerichteten Evolution der
BSLA (REETZ et al., 2006b; FUNKE et al., 2003; RAJAKUMARA et al., 2003; EGGERT, 2001)
ergab, dass auch dort nur sehr selten Mutationen in B-Strdngen und allenfalls am Rande des
zentralen B-Faltblattes an der Proteinoberfliche auftraten. Diese Beobachtungen legen den
Schluss nahe, dass insbesondere das B-Faltblatt duflerst kritisch fiir die Strukturstabilitidt des
Enzyms ist und bereits geringe Storungen eine Inaktivierung zur Folge haben konnen.

Dies kann als Hinweis fiir zukiinftige Arbeiten mit der BSLA und ihrer Varianten dienen: Es
ist sehr wahrscheinlich, dass sich die Qualitidt der Variantenbanken stark erhoht, wenn die
Mutagenese auf die loop-Bereiche beschrinkt wird, beipielsweise durch Kassettenmutagenese
oder die Verwendung synthetischer Oligonukleotide mit definierter Fehlerrate (spiked oligos).
Durch Ausschluss des zentralen [B-Faltblattes konnte weiterhin mit hoherer Fehlerrate
gearbeitet werden. Der Umfang der Variantenbanken wére damit stark verringert und die

Anzahl inaktiver Varianten reduziert.

4.4.2. Interpretation der Mutationen aus der gerichteten Evolution der

Deckelvarianten

In jedem Protein-Optimierungsansatz durch gerichtete Evolution liefert der an die
Mutagenese angeschlossene Selektionsdruck die Entscheidungskriterien fiir die Auswahl der
verbesserten Varianten. ARNOLD prégte fiir diesen Sachverhalt 1996 die bekannte Faustregel:
»You get what you screen for* (YOU & ARNOLD, 1996). In dieser Arbeit sollten durch
gerichtete Evolution der Deckelvarianten einzelne Mutationen erzeugt werden, die die
jeweiligen Deckelinsertionen an ihre strukturelle Basis - die Bacillus subtilis Lipase A -
adaptieren. Als MaB fiir den Grad der Adaption wurde dabei die Wiederherstellung der
Aktivitit gegeniiber dem Substrat para-Nitrophenylpalmitat gewéhlt, die zuvor durch die

* Die Bezeichnung folgt der kanonischen Faltung wie bei VAN POUDEROYEN ef al. (2001).
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Insertion des ,,fremden Peptides verringert worden war. Im Laufe der Untersuchungen
konnten tatséchlich viele Varianten erhohter Aktivitét identifiziert werden. Bei der Bewertung
dieser Mutationen und ihrer Auswirkungen muss jedoch sorgfiltig abgewogen werden, ob es
sich dabei um solche handelt, die (1) tatsdchlich zur Anpassung der ,fremden’ Deckelstruktur
an das Proteingrundgeriist beitrugen oder um solche, die (2) zwar positive Auswirkungen auf
die Aktivitit des Enzyms haben, jedoch nicht in Zusammenhang mit dem inserierten
Deckelpeptid stehen. Solche Mutationen kdnnen anderweitig positive Auswirkungen haben,
wie z.B. die Verbesserung der physikalischen Eigenschaften des Enzyms. Steigerungen der
Stabilitdt oder der Loslichkeit unter den im Screening verwendeten Bedingungen werden stets
co-evolviert und konnen auch fiir den Wildtyp entsprechende Auswirkungen haben. Solche
Effekte sind im Prinzip nicht unerwiinscht, da hohere Aktivitdtswerte der Deckelvarianten in
der Laborpraxis die Messungen erheblich erleichtern, indem sie die Messbereiche einander
angleichen und so die Vergleichbarkeit zwischen weniger aktiven Varianten und sehr aktivem
Wildtyp erhohen. Die Schwierigkeit besteht allerdings darin, solche Mutationen von denen zu
unterscheiden, die tatsédchlich Einfluss auf Struktur und Funktion des Deckelpeptides ausiiben.
In dieser Arbeit wurden daher die Mutationen mit den deutlichsten Effekten in den jeweiligen
Deckelvarianten auch im Wildtyp-Enzym erzeugt, um so entsprechende Vergleiche anstellen
zu konnen. Im Folgenden werden die Ergebnisse der gerichteten Evolution der BSLA-

Varianten im Hinblick auf diese Kriterien diskutiert.

4.4.3. Die Mutationen A42V und AS9T liegen innerhalb des Deckelbereiches der
Cutilip-Variante

Im Falle der Deckelvariante Cutilip konnten insgesamt 19 Mutationen an 12 verschiedenen
Positionen identifiziert werden, die sich positiv auf die Aktivitdt des Enzyms gegeniiber pNPP
auswirkten. Die Abb. 4.4 und gibt einen Uberblick iiber die Lage dieser Positionen in dem in
silico erstellten Modell des Enzyms. Die Mutationen A42V und AS59T liegen innerhalb des
inserierten Deckelbereiches und traten in der 2. Generation der gerichteten Evolution in den
Dreifachmutanten F17L/A42V/N91S und AS9T/N91S/Q187L auf. Ein positiver Einfluss auf
die Enzymaktivitit ist sehr wahrscheinlich - zwar traten beide in Kombination mit Hotspot-
Mutationen auf, im Falle der Mutation A42V kann jedoch angefiihrt werden, dass wihrend
des gesamten Evolutionsprozesses die beiden Hotspot-Mutationen dieser Dreifachmutante nie

zusammen und ausschlieBlich in einer Doppelmutante in Erscheinung getreten waren.

84



DISKUSSION

Es wurden weiterhin Sittigungsmutagenesen an Position 17 einer Cutilip-N91D-Punkt-

mutante sowie an Postition 82 der HPlip-Punktmutante F17S durchgefiihrt, ohne dass das

Abb. 4.4: Modell der Cutilip-Deckelvariante mit Blick in Lingsrichtung des zentralen p-Faltblattes.
Die Perspektive ist so gewihlt, dass die Aminosduren des aktiven Zentrums (dunkelblau) ungefahr in der
Papierebene liegen. Die Aminosduren, die im Zuge der gerichteten Evolution gegen vorteilhafte
ausgetauscht wurden, sind in rot hervorgehoben. Das Proteingrundgeriist (BSLA-Anteil) ist in grau
dargestellt, die Cutilip-Deckelinsertion ist die hellblau eingeférbte Peptidschleife

Screening eine Variante mit erhohter Aktivitidt erbrachte. Erstaunlicherweise hatte die
Einzelmutation N91S sogar eine Inaktivierung des Enzyms zur Folge — in Kombination mit
anderen Mutationen dagegen eine erheblich aktivititssteigernde Wirkung. A42V kann also
durchaus eine Art vermittelnde Rolle zwischen den beiden anderen Mutationen spielen, die
ansonsten nicht zusammen in Erscheinung traten. Die Effekte in der Dreifachmutante
F17L/A42V/N91S konnten daher kumulativer Natur sein unter Beteiligung des
Deckelpeptides.

Die Mutation A59T befindet sich direkt am Ende der Deckelinsertion in der Helix aB
(Abb. 4.4) und ihre Posititon entspricht im Modell der Wildtyp-BSLA der Aminoséure N50.
Wie in der BSLA so liegt auch im Ursprungsenzym des Deckelpeptides - der Cutinase

(LONGHI & CAMBILLAU, 1999) — an dieser Stelle ein helicaler Bereich vor, so dass die
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Aminoséduren sich hdchstwahrscheinlich innerhalb dhnlicher Sekundirstruktur befinden. In
den Arbeiten von EGGERT (2001) und FUNKE (2004) wurde die Enantioselektivitit der BSLA
gegeniiber dem pseudo-meso Substrat cis-1,4-Diacetoxycyclopenten durch die Mutation N50S
von 38 % auf 56 % ee beziiglich des 1R-4S-Enantiomers gesteigert. Ein Einfluss dieser
Position auf die Substratbindung und auf die Konformation des aktiven Zentrums wurde
daher bereits nachgewiesen und hier bestitigt. Allerdings tragt AS9T in dieser Arbeit nur zur
Steigerung des Substratumsatzes bei, nicht jedoch zur Steigerung der Enantioselektivitit
gegeniiber pNP-2-Methyldekanoat. Da die Seitenkette der Aminosdure N50 der BSLA-
Kristallstruktur nach zu urteilen vollstindig oberflichenlokalisiert ist, konnte der Einfluss
dieser Aminosdure bereits bei EGGERT nicht interpretiert werden. Die Parallele zu dieser
Arbeit kann hier jedoch als Hinweis dafiir gelten, dass A59T auch in der Cutilip-Variante
hochstwahrscheinlich Einfluss auf das aktive Zentrum ausiibt und es der neuen Umgebung
entsprechend reorientiert, was sich in diesem Falle nicht in verdnderter Enantioselektivitét,

sondern in der Erhohung der Aktivitit widerspiegelt.

4.4.4. Die Aminosiure V63 ist eine mogliche Kontaktstelle zwischen Deckel und

Proteinbasis

Wie die zuvor beschriebenen Mutationen konnte auch V63A die Konformation der Cutilip-

Deckelinsertion positiv beeinflusst haben. Sie liegt in derselben Helix aB, in der auch A5S9T

Abb.4.5: Die Lage der Positionen S32, V63 und
Q69 (rot) im Wildtypenzym BSLA (grau). In
hellblau ist der Cutilip-Deckelbereich {iiberlagert
dargestellt Die Bezeichnungen der Aminosduren
erfolgte wie in der Cutilip-Deckelvariante — die
Nummerierung ist im Vergleich zur WT-BSLA um
neun Stellen verschoben. Q69 entspricht Q60 in der
WT-BSLA, V63 entspricht V54 und S32 entspricht
S23.

S32
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lokalisiert ist und trat zusammen mit S32P und N91S wéhrend der ungerichteten Mutagenese
in einer Dreifachmutante auf. Bei der FEinschitzung ihrer Auswirkungen kann die
Kiristallstruktur der Wildtyp-BSLA einige Anhaltspunkte liefern: V63 entspricht V54 in der
Wildtyp-Lipase und ihre Seitenkette weist in Richtung der Peptidschleife, die in der Cutilip-
Variante durch die Deckelinsertion ersetzt wurde (Abb. 4.5). In der Wildtyp-Struktur (in Abb.
4.5 in grau dargestellt) hat V54 Kontakt zu den Aminsdureseitenketten auf der anderen Seite
der Peptidschleife. Es ist daher hochstwahrscheinlich, dass in der Cutilip-Variante ebenfalls
Wechselwirkungen zwischen V63 und den Aminoséuren der Deckelinsertion auftreten. V63
wire dann ein Verbindungspunkt zwischen Proteingrundgeriist und Deckelinsertion und
konnte daher durch die Mutation zum kleineren Alanin diesen Kontakt fiir den pNPP-Umsatz

positiv beeinflussen.

4.4.5. Im Deckelbereich der HPlip-Variante fiithren vier Mutationen zur Adaption an

das Proteingrundgeriist

Anders als in der Cutilip-Variante waren die Mutationen in der HPlip-Variante fokussiert auf
den Deckel selbst und auf benachbarte Bereiche. Die Mutationen K156E, N157D, 1162V,
V163A sowie V163E befinden sich direkt innerhalb des Deckelbereiches. K156E und N157D
traten bereits in der ersten Generation als Einzelmutationen auf, wihrend sich die Mutationen
an den Positionen 162 und 163 in der zweiten Generation in Mehrfachmutanten fanden.
Interessanterweise fanden sich an Position 163 gleich zwei verschiedene Mutationen, was
darauf hinweist, dass es sich hierbei um eine Position mit einer bedeutenden Funktion handelt.
Von einem Hotspot zu sprechen, wire bei nur zweimaliger Mutation dieser Aminosdure
vielleicht noch zu frith, dennoch konnte diese Aminosdure hochinteressant sein und ihre
Funktion sollte in jedem Falle weiter untersucht werden. Thr positiver Einfluss zeigt sich
durch eine Verdopplung der Aktivitdt der Dreifachmutante F17S/N94D/V163A auf rund 12 %
der Wildtypaktivitit im Vergleich zur Doppelmutante F17S/N94D mit nur rund 6 %
Wildtypaktivitdt, in der dieser Austausch fehlt. Der genaue Einfluss der Mutationen auf
Struktur und Funktion des Deckels ldsst sich wie schon im Falle der Cutilip-Variante nicht
erschopfend klidren, solange keine reale Kristallstruktur oder sogar eine NMR-Stuktur
vorhanden ist. Es ist jedoch signifikant, dass gleich vier von neun Mutationen nach nur zwei
Generationen epPCR innerhalb des Deckelbereiches der HPlip-Variante lokalisiert sind und
dies in einem sehr begrenzten Bereich zwischen den Positionen 156 und 163. Dies legt den

Schluss nahe, dass es sich um einen sensiblen Abschnitt der Deckelinsertion handelt, auf den
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V162

Abb. 4.6: Die Lage der Mutationen
im Modell der Deckelvariante
HPlip. Die Aminoséuren des aktiven
Zentrums (blau) sowie die Positionen
der durch die gerichtete Evolution
ermittelten Mutationen (rot) sind
dargestellt. Vier von neun
Punktmutationen traten innerhalb der
Deckelinsertion (griin) auf. K35 liegt
als einzige aller in dieser Arbeit
identifizierten Mutation im Bereich
eines B-Stranges.

weitere Mutagenesen gezielt fokussiert werden konnten. Beispielsweise wire hier eine
iterative Sittigungsmutagenese (ISM) (REETZ & CARBALLEIRA, 2007) erfolgversprechend. In
den beiden Varianten Cutilip und HPlip sind sicherlich auch weitere Generationen epPCR
iiber die gesamte Linge der Primédrstruktur ein erfolgversprechender Weg um weitere sensible

Sequenzabschnitte und Aminosduren zu identifizieren.

4.4.6. Die Position 17 ist ein Hotspot in allen untersuchten Varianten

Unabhéngig voneinander traten im Screening von Mutantenbanken beider Deckelvarianten
Cutilip und HPlip mehrfach Mutationen an der Position F17 in Erscheinung. Im Falle von
HPlip hatten Mutationen an dieser Stelle den groften Einfluss auf die Enzymaktivitit und
auch in der Cutilip-Variante bewirkten hier einige Aminosdureaustausche deutliche

Aktivitatssteigerungen. Die Aminosdure F17 liegt innerhalb eines loops in direkter
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Nachbarschaft zum aktiven Zentrum, in dem auch die Aminosdure 112 liegt, welche
zusammen mit M78 die Oxyanionentasche bildet. Dieser loop wurde aufgrund seiner Néhe
zur Substratbindetasche in vorangegangenen Studien als kritisch fiir die Enantioselektivitit
des Enzyms gegeniiber verschiedenen Substraten bezeichnet (VAN POUDEROYEN et al., 2001).
FUNKE konnte hier 2004 die Position 18 der BSLA als Hotspot beziiglich der
Enantioselektivitit gegeniiber dem Modellsubstrat  meso-1,4-Diacetoxy-2-cyclopenten
identifizieren. DROGE et al. (2006) randomisierten in diesem /oop die Aminosduren 16-20 im
Zuge einer gerichteten Evolution und wiesen ebenfalls der Position 18 grof3en Einfluss auf die
Enantioselektivitit des Enzyms gegeniiber verschiedenen Fettsdureestern des 1,2-O-
isopropyliden-sn-glycerols nach. Interessanterweise traten in der letztgenannten Studie auch
die Mutationen F17L und F71Y mit positivem Einfluss auf die Enantioselektivitit in
Erscheinung, allerdings in erheblich geringerem MaB als die Position 18.

Diese Parallelbeispiele aus der Literatur, sowie die Tatsache, dass die Mutationen an Position
17 in dieser Arbeit in beiden Deckelvarianten unabhingig voneinander als Hotspot auftraten,
legte den Schluss nahe, dass diese Aminosdure weniger zur Anpassung der Deckelinsertion an
das Basisprotein beitrug, sondern vielmehr einen davon unabhingigen Einfluss auf die
Enzymaktivitit ausilibte. Die Sattigungsmutagenesen der Position im Wildtyp-Enyzm
bestitigten diese Vermutung, da die Mutation F17R eine Verdopplung der Aktivitat
gegeniiber pNPP zur Folge hatte. Auch gegeniiber sdmtlichen weiteren getesteten Substraten
zeigte diese Mutante deutlich hohere Aktivitét als die WT-BSLA.

Die Stabilititsuntersuchungen mit der aufgereinigten HPlip-Variante F17S/N94D zeigten
weiterhin eine deutliche Erhohung der Temperaturstabilitdt gegeniiber der nicht-mutierten
HPlip-Varianten. Weiterhin ist die Seitenkette des Phenylalanins F17 in der Kristallstruktur
des Wildtyps mit gebundenem Inhibitor (PDB-ID: 1R50) ins Losungmittel ausgerichtet und
hat selbst keinen Kontakt zu dem gebundenen Substratanalogon. Der Austausch des
unpolaren Phenylalanins gegen das geladene Arginin kdnnte somit zusétzlich eine erhohte
Loslichkeit und damit eine gesteigerte Mobilitit des Enzyms in wissriger Umgebung
bewirken. Dies wiirde zumindest im Falle der F17R-Mutante der BSLA die im Vergleich zum
Wildtyp konstant erhdhten Umsatzraten erkldren. Dagegen spricht jedoch, dass die
Austausche in den FI17-Mutanten der untersuchten Deckelvarianten keine erkennbare
Préiferenz beziiglich Polaritdt oder Grofe aufweisen, denn es treten A, L, S und Y, also
sowohl grof3e als auch kleine und sowohl hydrophobe als auch polare Substitutenten an die
Stelle des Phenylalanins. Am wahrscheinlichsten ist daher nicht ein alleiniger Einfluss auf die

Loslichkeit des Enzyms, sondern eher ein Stabilitdtsgewinn. Dieser fiihrt zu einer hoheren
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Konzentration aktiven Enzyms in den Proben unter Screening-Bedingungen und diese treten
so als positive Proben in Erscheinung. Der Stabilititsgewinn der F17-Mutanten der HPlip-

Variante steht daher in Zusammenhang mit dem Auftreten dieser Position als Hotspot.

4.47. Die Position 91 der Cutilip-Variante ist auch in der Wildtyp-BSLA

aktivitiatsbestimmend

Die Position 91, die in der Wildtyp-BSLA und der HPlip-Variante der Position 82 entspricht
(Abb. 4.7), erwies sich als besonders kritisch fiir die Aktivitit der Cutilip-Variante gegeniiber
pNPP. Die drei Mutanten mit der hochsten Aktivitdt enthielten hier Aminosauresubstitutionen
durch L, V und W (vgl. 3.3.1). Auch gegeniiber den meisten weiteren Substraten bewirkten

diese Mutationen deutliche Aktivitdtszunahmen.

A o B

Abb. 4.7: Modell des Bereiches der Deckelinsertion der Variante Cutilip (A) und der homologe
Bereich in der Wildtyp-BSLA (B). Dargestellt sind die beiden Helices aB und oC und der
dazwischenliegende loop, der in der Deckelvariante Cutilip durch den homologen Sequenzabschnitt der
Cutinase ausgetauscht wurde. Das Asparagin 91 in (A) bzw. Asparagin 82 in (B) ist in rot dargestellt.
Mutationen an dieser Position konnten die in der Cutilip-Variante moglicherweise bestehenden
Wasserstoffbriicken zu den Aminoséuren Y43 und T56 des Deckelbereiches (hellblau) stéren. Im Wildtyp-
Enzym BSLA finden sich im Modell an dieser Stelle keine Wasserstoffbriicken zu den Aminosduren des
homologen loops. Zur Orientierung ist das aktive Serin 77 (S86 in Cutilip) am nukleophilen Ellenbogen in
dunkelblau dargestellt.

Sattigungsmutagenese der homologen Position 82 in der HPlip-Deckelvarainte dagegen
erbrachte keine weitere Steigerung der Aktivitdt. Zur ndheren Untersuchung dieses Hotspots

wurden auch weitere Siattigungsbanken der HPlip-Punktmutante F17Y wund der
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Doppelmutante F17S/N94D angelegt und durchmustert, um mogliche kombinatorische
Effekte zu liberpriifen, jedoch ebenfalls ohne eine weitere Steigerung der Aktivitdt entdecken
zu konnen. In der WT-BSLA allerdings konnte in einer Séttigungsbank der Austausch N82Y
gefunden werden, der die Aktivitit um 25 % erhohte (3.3.3). Auch gegeniiber allen weiteren
getesteten Substraten zeigte sich diese Mutante des Wildtypenzyms duBlerst aktiv. Da das Ziel
der gerichteten Evolution der Deckelvarianten darin bestand, durch Punktmutationen eine
Anpassung der Deckelinsertion an das Grundgeriist der BSLA zu erreichen, sprach dieser
aktivititssteigernde Effekt der N82Y-Mutation im Wildtyp zundchst gegen einen
Zusammenhang von Deckelinsertion und Mutation N91, dhnlich wie im Falle der Position 17.
Vergleicht man jedoch die Kristallstruktur der Wildtyp-BSLA nach VAN POUDEROYEN et al.
(2001) mit dem Modell der Deckelvariante Cutilip, so féllt auf, dass hier durchaus zwei
unterschiedliche Effekte vorliegen konnten: Die Aminosédure N82 bzw. N91 liegt im Inneren
des Enzyms in der Helix aC, die dem nukleophilen Ellenbogen nachfolgt (Abb. 4.7). lhre
Seitenkette weist in Richtung des ausgetauschten /oops. In der Kristallstruktur des Wildtyps
bildet das N82 keinerlei erkennbare Wasserstoftbriicken. Eine Modellierung der
Deckelvariante Cutilip mit dem Programm MOLOC (GERBER MOLECULAR DESIGN) unter
Verwendung des integrierten Kraftfeldes MAB (GERBER & MULLER, 1995), mit dem auch
Teile der weiter unten beschriebenen Varianten der Pseudomonas aeruginosa Lipase
erfolgreich modelliert wurden, ergab jedoch die in Abb. 4.7 dargestellte Konformation. Die
Aminosduren Y43 und T56 der Deckelinsertion (hellblau) stellen hier gleich zwei
Moglichkeiten zur Bildung von Wasserstoftbriicken mit dem Arginin an Position 91 der
Cutilip-Variante bereit, d.h. es ist relativ wahrscheinlich, dass der Deckelbereich des Enzyms
Kontakt zur Aminosdure an Position 91 hat. Mutationen an dieser Position konnten diese
Kontakte optimieren, die in der Wildtyplipase nicht gegeben sind. Vielmehr besteht im
Wildtyp ein Netz aus Wasserstoffbriicken zwischen Aminosduren des loops, der in den
Deckelvarianten durch den Austausch entfiel. Hier ist ein Kontakt von N91 mit der Helix aB
wahrscheinlicher. Erst die Auflosung der Kristallstruktur kann {iber die tatsdchlichen
Verhiltnisse Aufschluss geben — sicherlich liefert das Modell aber bis dahin einen Hinweis als
Diskussionsgrundlage: Die Mutationen N91X liegen in Reichweite des Deckelpeptides, so
dass Kontakte zwischen beiden realistisch sind. In der Cutlip-Variante konnten daher andere
Effekte als in der WT-BSLA fiir die Zunahme der Aktivitit verantwortlich sein. Diese
Hypothese wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass die Sattigungsmutagenesen der BSLA
und der Cutilip-Variante an der jeweiligen Position unterschiedliche Mutationen

hervorbrachten, nimlich N82Y in der Wildtyp-BSLA, im Falle der Cutilip-Variante aber D, S,

91



DISKUSSION

V, W, und L aber niemals Y. Eine denkbare Auswirkung wére, dass die Deckelinsertion bzw.
die kiirzere Peptidschleife in der WT-BSLA durch die Mutation dispositioniert wird und sich
die Cavitit des aktiven Zentrums damit vergroBert, was die Bindung und den Umsatz groferer
Substrate erleichtert. Dies wiirde die gesteigerte Aktivitdt gegeniiber den Substraten mit
groBem Carboxylsdureanteil erkldren, die bei den entsprechenden Varianten beobachtet wurde

(Abb. 3.15).

4.4.8. Die Mutationen M137L und Y148H liegen in der Nihe des aktiven Aspartates

Fiir eine besonders groBBe Aktivititsteigerung der HPlip-Variante sorgte die Mutation M137L.
Sie bildet zusammen mit F17Y die aktivste der erzeugten HPlip-Varianten und hat den wohl
groften Einfluss auf die Aktivitdt von allen Mutationen dieses Enzyms. Wihrend F17Y allein
die Aktivitat der HPlip-Deckelvariante um 20 % steigert, rief die zusdtzliche Mutation M137L
eine 16-fache Steigerung hervor (Abb. 3.9). Sie liegt nicht innerhalb des Deckelbereiches,
sondern in einer benachbarten Schleife, in welcher auch das Aspartat D133 des aktiven
Zentrums lokalisiert ist. Da M 137 und D133 nur drei Aminosduren voneinander entfernt sind,
ist es sehr wahrscheinlich, dass sie sich gegenseitig beeinflussen. Der Austausch des polaren
Methionins gegen das sterisch ausladende, apolare Leucin konnte die Konformation dieses
loops, zumindest aber die Ausrichtung der Seitenketten in der direkten Nachbarschaft
beeinflussen und damit auch die Orientierung des aktiven Aspartates 133, was sich in der
groflen Steigerung der Aktivitéit durch diesen Aminosdureaustausch widerspiegelt.

Eventuell wird damit die durch die Insertion des grolen Deckelbereiches hervorgerufene
Disposition des aktiven Histidins kompensiert. Dies wire in der Tat eine direkte Anpassung
der Proteinbasis an das neue Strukturelement der Deckelinsertion — die Aktivititsdaten
sprechen dafiir.

Des Weiteren liegt in der Cutilip-Variante eine Mutation an Position 148 vor, die in derselben
Schleife nur zwei Aminosduren entfernt liegt. Sie flihrte ebenfalls zu einer Erhéhung der
Aktivitdt der Variante und dariiberhinaus auch der Enantioselektivitit des Enyzms: Y148H
verringert die R-Selektivitidt der Doppelmutante F17Y/Y148H um 15 % ee im Vergleich zur
korrespondierenden Einzelmutante F17Y. Auch dies spricht fiir einen Einfluss auf die
Konformation des aktiven Zentrums. Auf die dargestellten Aktivititen hatte Y148H fiir sich
allein nur eine geringe Auswirkung, in Kombination mit N91V jedoch fiihrte auch sie zu einer
deutlichen Steigerung der Aktivitdt gegeniiber pNPP - von 17 % der Wildtypaktivitidt der
Einzelmutante NO91V auf 45 % der Wildtypaktivitit im Falle der Doppelmutante
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NI91V/Y148H. Eine Konstruktion der entsprechenden Einzelmutanten der Wildtyp-BSLA
sowie reale Strukturdaten konnen uiber die Funktionen dieser Mutationen weiteren Aufschluss

geben.

4.49. Q69,1123 und N175 sind aus vorangegangenen Arbeiten bekannte Positionen

Im Falle der Mutation Q69R existiert eine Analogie zu Varianten der Wildtyp-BSLA, die von
EGGERT (2001) und FUNKE (2004) zur Steigerung der Enantioselektivitit des Enyzms
konstruiert wurden. Die Aminosdure Q69 der Cutilip-Variante (Abb. 4.5 ) ist identisch mit
Q60 in der WT-BSLA. Sie bildet in der Kristallstruktur des Wildtyps vier Wasserstoftbriicken
mit den benachbarten Aminosduren S56, L63 und D64 aus, davon eine zwischen den
Seitenketten Q60 und D64, die anderen im Ca-Riickgrat. Der Austausch Q69R konnte dieses
Geflecht aus Wasserstoffbriicken beeintrachtigen. EGGERT fand 2001 an dieser Position exakt
dieselbe Mutation R, sowie zwei weitere, N und L, die sich jeweils auf den Umsatz des
Substrates pseudo-meso-cis-1,4-Diacetoxycyclopenten auswirkten und die Enantioselektivitét
des Enzyms jeweils auf 54 %, 64 % und 65 % ee beziiglich des 1R/4S-Enantiomers erhdhten.
Auch in dieser Arbeit wirkt sich Q69R auf die Enantioselektivitit des Enzyms aus, allerdings
im Hinblick auf ein anderes Substrat — den pNP-Ester des 2-Methyldekanoates und in weniger
ausgepriagter Form. In jedem Fall kann damit aber ein Einfluss der Mutation auf die
Feinstruktur der BSLA als belegt betrachtet werden. Ob diese Mutation in den hier
vorliegenden Varianten in direktem oder indirektem Zusammenhang mit der Deckelinsertion
steht, konnte durch einen Vergleich mit den jeweiligen Einzelmutanten der WT-BSLA durch
Aktivititsmessung mit pNPP und pNP-2-Methyldekanoat iiberpriift werden. Im Rahmen
dieser Arbeit konnten Vergleiche dieser Art nur fiir die Hotspot-Positionen 17 und 91
durchgefiihrt werden.

Auch zu den Mutationen L123P und N175H (Abb. 4.4) sind in der Litaratur Parallelen
beschrieben. RAJAKUMARA et al. fanden 2003 die Dreifachmutante L114P/A132D/N166Y der
BSLA, die die Temperaturstabilitdt des Enzyms um das 300fache erhoht. Die Positionen 114
und 166 dieser Dreifachvariante entsprechen exakt den Positionen 123 und 175 der Cutilip-
Deckelvariante. Interessanterweise wurde in dieser Arbeit auch dieselbe Mutation Lysin zu
Prolin an Position 123 beschrieben. N175, die bei RAJAKUMARA et al. N166 entspricht, lag in
der Cutilip-Variante als N175D vor, in der entsprechenden BSLA-Mutante N166Y. Die in
dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse zeigen im Gegensatz zur Arbeit von RAJAKUMARA ef al.

jedoch eindeutig eine verminderte Temperaturstabilitidt der L123P-Mutante im Vergleich zur
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nicht-mutierten Cutilip-Variante (Abb. 3.16), jedoch eine erhohte Aktivitit gegeniiber pNPP.
Demnach gelten hier im Hinblick auf Temperaturstabilitit fiir die Deckelvarianten andere
Regeln als fiir die WT-BSLA wie von RAJAKUMARA et al. beschrieben, was dem Einfluss der

Deckelinsertionen zuzuschreiben ist.

4.4.10. Biochemische Charakterisierung der Deckelvarianten

Im Anschluss an die gerichtete Evolution zur Erhohung der Aktivitidt der Deckelvarianten
wurden zur weiteren Charakterisierung die Aktivititen der Enzyme gegeniiber einer Reihe
weiterer Substrate gemessen (3.4) und mit denen der Wildtyp-BSLA verglichen. Wéhrend die
Cutilip-Variante gegeniiber allen getesteten Substraten deutliche Aktivitit zeigte, erwies sich
HPlip zwar aktiv gegeniiber den linearen Fettsdureestern, zeigte jedoch kaum messbare
Aktivitdt gegeniiber Substraten mit Verzweigungen im Fettsdureanteil. Enantioselektivititen
gegeniiber pNP-R/S-2-Methyldekanoat konnten daher fiir die HPlip-Varianten nicht bestimmt

werden.

4.4.11. Die HPlip-Deckelvarianten zeigen eine Priiferenz von Fettsiure-Estern mittlerer

Linge

Zunichst wurde ein Aktivitdtsspektrum der einzelnen Varianten gegeniiber Fettsdureestern
unterschiedlicher Kettenldnge erstellt. Bei insgesamt konstant geringerer Aktivitét zeigten die
Cutilip-Varianten dabei im Prinzip die gleichen Priaferenzen wie der Wildtyp beziiglich der
Linge der Fettsduren. Es kann daher geschlussfolgert werden, dass das zusétzlich am aktiven
Zentrum vorhandene Deckelpeptid keinen Einfluss auf die Bindung dieser Substrate ausiibt,
sondern nur auf die Stabilitit des Enzyms. Eine Ausnahme bildete die Doppelmutante
N91W/L123P, die anders als die WT-BSLA und die anderen Cutilip-Mutanten, mittellange
Ester mit acht und zehn Kohlenstoffatomen im Fettdurerest schneller umsetzt als pNP-Butyrat
Dieser Effekt ist jedoch eher den nachtriglich eingefiihrten Punktmuationen N91W und
L123P zuzuschreiben als der Deckelinsertion, da dieses Muster ausschlieBlich bei dieser
Doppelmutante zu finden ist.

Die HPlip-Varianten zeigten gegeniiber diesen Substraten ein verdndertes Praferenzmuster.
Hier war deutlich zu erkennen, dass die Aktivitit simtlicher getesteter Varianten zunichst mit
zunehmender Kettenldnge abnahm, jedoch bei Estern mit 12 und 14 Kohlenstoffatomen in der
Fettsdure wieder anstieg, um dann bei ldngerkettigen Estern wieder abzufallen. Dieser Effekt

war bei sdmtlichen Varianten deutlich erkennbar und steht in Gegensatz zur WT-BSLA, deren
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Aktivitit unter den gegebenen Bedinungen mit steigender Substratkettenldnge zunéchst stark
abnahm und ab C12 dann bis zum C18-Fettsdureester nur leicht sank. Da die verdnderten
Priferenzen bei sdmtlichen getesteten HPlip-Varianten auftraten, liegt somit ein
Zusammenhang zwischen Substratspezifitidt und Deckelinsertion auf der Hand.

Einzelne Punktmutationen hatten auch hier deutliche Auswirkungen auf die Substratspezifitét.
So zeigten Varianten mit der speziellen Mutation F17S deutlich hohere Aktivitit gegeniiber
para-Nitrophenylbutyrat als alle anderen getesteten Varianten. Fiir andere F17-Mutationen
war dies nicht der Fall. Auf einen Zusammenhang mit der Deckelinsertion kann dabei
zundchst nicht geschlossen werden, da keine F17S-Mutante der WT-BSLA erzeugt wurde,
mit der ein Vergleich erfolgen konnte. In der F17S-Mutante der Cutilip-Variante war ein
solches Verhalten nicht zu beobachten. Es konnte argumentiert werden, dass es von der
Beschaffenheit dieser Peptidschleife abhéngt, zu welcher Aminosdure sich eine Mutation am
vorteilhaftesten auswirkt. Auch die Tatsache, dass in den Séttigungsbanken der Wildtyp-
BSLA an den Hotspot-Positionen 17 und 82 andere Mutationen gefunden wurden als in den
Sattigungsbanken der Deckelvarianten, ldsst diesen Schluss zu.

Um diese Frage abschlieBend zu kliren, sind jedoch weitere umfangreiche Untersuchungen
und Vergleiche per gerichteter Mutagenese der Wildtyp-Lipase und ihrer Varianten
erforderlich. Auch ein CD-Spektrum konnte im Falle der HPlip-Variante weiteren Aufschluss
geben. Einstweilen konnte hier belegt werden, dass der zusitzliche Deckelbereich in der
HPlip-Variante eine deutliche Verdnderung des Substratspektrums im Hinblick auf gesittigte

Fettsdureester im Vergleich zur Wildtyp-Lipase bewirkte (Abb. 3.11).

4.4.12. Cutilip-Punktmutanten zeigen gesteigerte Aktivitit gegeniiber Substraten mit

Verzweigungen in a-Position

Fiir die weitere Charakterisierung der Lipase-Varianten wurden vom Arbeitskreis von Prof.
Dr. M. T. Reetz am Max-Planck-Institut fiir Kohlenforschung freundlicherweise eine Reihe
weiterer Substrate zur Verfligung gestellt, die groBtenteils nicht kommerziell erhéltlich sind.
Es handelte dabei um pNP-Derivate von handelsiiblichen Pharmazeutika aus der Gruppe der
nichtsteroidalen Antirheumatika (Schmerzmittel) wie Ibuprofen, Ketoprofen oder Naproxen
sowie einige weitere pNP-Ester mit Verzweigungen in a-Position.

Die absoluten Aktivititen der nicht-mutierten Cutilip-Deckelvarianten waren auch diesen
Substraten gegeniiber zunédchst deutlich geringer als die des Wildtyps. Durch die eingefiigten

Punktmutationen konnte die Aktivitit gegeniiber einigen Substraten jedoch teils iiber das
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Niveau der Wildtyp-Lipase gesteigert werden. Dies belegt, dass die Methodik, homologe
Strukturelemente durch gerichtete Evolution an das ,,fremde* Proteingrundgeriist anzupassen,
grundsétzlich funktioniert. Die Kombination der Mutationen N91W und L123P sowie F17S
und Y148H scheinen unter diesen Bedingungen besonders vorteilhaft zu sein. Allem
Anschein nach haben die Hotspot-Positionen 17 und 91 daran den groBeren Anteil. Ahnlich
wie gegeniiber dem Standardsubstrat pNPP wirken sich die homologen Mutationen in der
Wildtyp-BSLA auch bei diesen Substraten in gleicher Form aus: Gegeniiber dem Substrat 2-
Phenylpropanoat beispielsweise liegen die Aktivititen der entsprechenden Mutanten mehr als
doppelt so hoch wie die der WT-BSLA. Die Positionen haben daher, wie schon in Kapitel
4.4.6. und 4.4.7. angedeutet, vermutlich weniger Einfluss auf die Konformation des aktiven
Zentrums als auf die Stabilitdt oder Loslichkeit des Enzym:s.

Die HPlip-Deckelvarianten waren gegeniiber diesen verzweigten Substraten inaktiv oder
zeigten nur duflerst schwache, von der Autohydrolyse kaum unterscheidbare Aktivitéiten.
Diese Substrate konnen daher als fiir die HPlip-Variante unzugénglich angesehen werden.

Der Einfluss der einzelnen Punktmutationen der Deckelvarianten ist je nach Substrat durchaus
unterschiedlich ausgeprigt und jede fiir sich gesehen konnte daher fiir weitere Arbeiten zur
gerichteten Evolution der Wildtyp-Lipase von Bedeutung sein. Weitere Generationen
Mutagenese und Sattigung unter Fokussierung auf sensible /oop-Bereiche nahe des aktiven
Zentrums, sowie Ausschluss des zentralen B-Faltblattes von der Mutagenese, konnte die

Suche nach struktur-beeinflussende Mutationen hier enorm vereinfachen.

4.4.13. Die Deckelinsertionen verringern die Enantioselektivitit der Lipase

Die Deckelvarianten Cutilip und Axelip zeigten wie die WT-BASLA Aktivitdt gegeniiber
dem pNP-Ester der 2-Methyldekansdure sowie Enantioselektivitit beziiglich des R-
Enantiomers. Diese war bei den Deckelvarianten mit ca. 50 % ee jedoch 30 % geringer als bei
der WT-BSLA. Die Verringerung der Enantioselektivitit zeigt eindeutig, dass der Austausch
einer Peptidschleife der minimalen a/B-Hydrolasefaltung nicht nur unter Beibehaltung der
Aktivitdit moglich ist, sondern dass damit auch tatsdchlich die Geometrie des aktiven
Zentrums und damit auch die Enantioselektivitdt unmittelbar beeinflusst werden kann. Ziel
dieser Arbeit war dabei nicht ausdriicklich eine Steigerung der Enantioselektivitit der BSLA,
sondern die strukturelle Flexibilitdit der o/pf-Hydrolasefaltung zu demonstrieren und damit
eine Methode zur Beeinflussung dieser Enzymeigenschaften zu etablieren. Im Falle der

Variante Axelip war dies duflerst erfolgreich. Zur Erhdhung und Feinabstimmung so sensibler
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Eigenschaften wie der Enantioselektivitit, bei der eine Positionsédnderung bereits einzelner
Aminosaureseitenketten um nur wenige Angstrém fundamentalen Einfluss auf die rdumliche
Orientierung des Substrates haben kann, sind tatsdchlich sequentielle Methoden der
gerichteten Evolution erfolgversprechender, wie ebenfalls am Beispiel der Pseudomonas
aeruginosa Lipase A demonstriert werden konnte (LIEBETON et al., 2000; REETZ et al., 1997).
Es konnte hier jedoch gezeigt werden, dass sich durch grofere Insertionen strukturhomologer
Peptide groBere strukturelle Verdnderungen hervorrufen lassen, die das Substratspektrum
einer o/pf-Hydrolase verschieben. Dies zielgerichtet ausfilhren zu konnen, d.h. durch
geschickte Wahl des richtigen Strukturelementes die Spezifitit eines Enzyms in Richtung
eines gewiinschten Substrates zu verschieben und eine Art Baukastensystem zu etablieren, ist
eine Herausforderung fiir deren Annahme weitere Erfahrungen mit diesem Ansatz gesammelt
werden miissen. Dass dieser Ansatz Erfolg haben kann, konnte in dieser Arbeit demonstriert

werden.

4.4.14. Die Deckelinsertionen verringern die Temperaturstabilitit der Varianten

Ein Vergleich der Temperaturstabilititen einiger der konstruierten Deckelvarianten in
aufgereinigter Form mit der Wildtyp-Lipase legt nahe, dass das Enzym durch Insertion der
vergleichsweise grofen zusitzlichen Deckelpeptide stark destabilisiert wurde (vgl. 3.4.4.).
Die Destabilisierung war offensichtlich ausgeprigter, je grofler die jeweilige Insertion war.
Dies wurde insbesondere durch die rasche Inaktivierung der HPlip-Deckelvariante deutlich,
die bereits nach 10 min bei 37 °C iiber 80 % ihrer Aktivitdt verloren hatte. Es ist vor allem
deshalb ein besonders interessanter Aspekt, weil die Anzucht des Expressionsstammes
E. coli-BL21(DE3) standardméBig bei dieser Temperatur erfolgte. Es stellt sich daher nun die
Frage, ob die beobachteten geringen Aktivititen etwa auf eine Blockierung des aktiven
Zentrums des Enzyms durch die Deckelinsertion zuriickzufiihren ist, die durch einige der
iibrigen Ergebnisse nahegelegt wird, oder aber durch den raschen Aktivititsverlust im Vorfeld
der durchgefiihrten Messungen. Auch die Aufreinigung der Lipase-Varianten durch Ni-NTA-
Affinititschromatographie hatte sich als dullerst schwierig erwiesen und in den meisten Fallen
war kaum Aktivitdt in den Eluaten der Chromatographiesdulen gemessen worden (Ergebnisse
nicht dargestellt). Auch dies kann mit der raschen Inaktivierung der Enzymvariante
zusammenhédngen. In diesem Fall sind weitere Generationen von Mutagenese und Screening
gefordert, um die Varianten zunéchst zu stabilisieren, bevor die Struktur der Deckelvarianten

und die Auswirkungen strukturbeeinflussender Mutationen weiter charakterisiert werden.
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Insofern sind stabilisierende Mutationen wie F17Y und N94D sogar wiinschenswert und fiir
eine weitere Charakterisierung der Deckelvarianten von groBem Nutzen. Durch Vergleiche
mit einer durch dieselben Punktmutationen modifizierten WT-BSLA konnen im Anschluss
die Funktionen der Deckelstrukturen und weiterer strukturbeeinflussender Punktmutationen
im Einzelnen bestimmt werden, dhnlich wie fiir F17 und N82 durchgefiihrt wurde.

Die in Kapitel 4.3.4 diskutierte Hypothese, dass die Aktivititssteigerungen durch die diversen
Mutationen an Position F17 weniger zur Optimierung der Wechselwirkungen zwischen
Deckelinsertion und Proteingrundgeriist beitragen, als vielmehr durch Veridnderung
physikalischer Eigenschaften verursacht wurden, wird durch die Stabilititsmessungen mit den
aufgereinigten Enzymen bestitigt. N94D ist an diesen Effekten zwar sicherlich beteiligt, die
Haufigkeit der Mutationen an Position F17 wihrend der gerichteten Evolution spricht jedoch
dafiir, dass diese Mutationen die wesentliche Triebkraft darstellen.

Die Mutation L123P in der Cutilip-Mutante scheint interessanterweise zu einer leichten
Destabilisierung des Enzyms zu fithren, obwohl sie Bestandteil der von ACHARYA et al. (2004)
300fach stabileren Dreifachmutante der BSLA war. Das hier erhaltene Ergebnis bestitigt
jedoch eher die Arbeit von FUNKE (2004), nach der die FEinzelmutationen dieser
Dreifachmutante keinen Effekt auf die Stabilitdt der BSLA ausiiben.

Es kann davon ausgegangen werden, dass auch weitere, in der gerichteten Evolution zutage
getretene Punktmutationen die Stabilitit der Deckelvarianten betreffen. Diese Mutationen
entsprechen jedoch dem Ziel der Versuche, sofern sie zur Authebung der durch die
Deckelinsertionen hervorgerufenen Destabilisierungen beitragen. Dies konnte beispielsweise
durch Verstarkung der Wechselwirkungen zwischen Proteinriickgrat und Deckelpeptid oder
seiner Basis geschehen wie fiir die Mutationen an Position 91 (4.4.7) und auch fiir V63A
(4.4.4) diskutiert wurde. Ein Fazit aus den erhaltenen Ergebnissen wird in Kapitel 4.6.

diskutiert.

4.5.  Die Deletion des Deckels der Pseudomonas aeruginosa Lipase A

Ein Ansatz, der sich zur Konstruktion von BSLA-Varianten mit kiinstlichen Deckelstrukturen
komplementér verhélt, war die Deletion des Deckels der Pseudomonas aeruginosa Lipase A
(PAL). Dieser Ansatz resultierte trotz intensiver Bemiithungen weder nach Expression im
heterologen Wirt E. coli noch im homologen Wirt P. aeruginosa in aktiven Varianten. Die
Struktur der PAL ist erheblich komplexer als die der BSLA. Wihrend letztere sehr klein ist

und sich nach der Expression spontan selbst in seine aktive Konformation faltet, benétigt die
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PAL dazu den Faltungshelfer LipH (WOHLFARTH et al., 1992). Eine Expression im
heterologen Wirt E. coli fiihrt zur Bildung von inclusion bodies, die unter einigem Aufwand
rliickgefaltet werden miissen, um aktives Enzym zu erhalten (SCHNEIDINGER, 1997; OSHIMA-
HIRAYAMA et al., 1993). Es ist nicht unwahrscheinlich, dass durch den fehlenden
Deckelbereich die Interaktion mit dem Faltungshelfer beeintrachtigt wurde und das
ungefaltete Protein von der Zelle degradiert wurde. Da per SDS-PAGE-Analyse weder im
Kulturiiberstand noch intrazellulédr eine verkleinerte LipA-Bande detektiert werden konnte, ist
zu vermuten, dass entweder die Deletion das Expressionsniveau der Proteine bis unterhalb der
Detektionsgrenze der SDS-PAGE verringerte, oder aber dazu fiihrte, dass das Protein nach

Fehlfaltung von der Zelle degradiert wurde. Ndheren Aufschluss dariiber kann ein Western-

Abb. 4.8: Die flexiblen
Deckelbereiche der PAL
nach CHERUKUVADA et al.,
2005. Zusatzlich zu dem von
NARDINI et al. 2000
postulierten ~ Deckelbereich
(A) tritt in der molekular-
dynamischen Simulation von
CHERUKUVADA et al. ein
zweiter flexibler Bereich (B)
in Erscheinung, der
zusammen mit dem ersten
wie eine Art Doppeltiir
zusammenwirkt.

Blot liefern, der jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt wurde. In
Anbetracht des hohen G/C-Gehaltes der Pseudomonas aeruginosa-DNA ist auch die Bildung
von Sekundarstrukturen auf RNA-Ebene denkbar und eine dadurch bedingte Beeintriachtigung
der Translation.

Vermutlich ist eine Deletion in der PAL grundsétzlich problematischer, nicht nur, weil sie aus
einem komplex regulierten Operon heraus exprimiert wird, in dem zusétzliche
Wechselwirkungen mit dem Faltungshelfer eine entscheidende Rolle spielen konnen, sondern
auch weil die Lipase selbst sehr viel komplexer strukturiert ist als die minimale o/B-Hydrolase
BSLA. Im Laufe der natiirlichen Evolution der PAL hat sich u. U. ein Netzwerk von

Wechselwirkungen mehrerer Tertidrstrukturelemente entwickelt, das durch die Deletion
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gestort wird. So fiihrten CHERUKUVADA et al. 2005 molekulardynamische Simulationen durch
und postulierten, dass in der Pseudomonas aeruginosa Lipase hochstwahrscheinlich ein
zweiter Deckel existiert (Abb. 4.8), zusitzlich zu dem von NARDINI ef al. postulierten Deckel
um die Helix a5. Dieser zweite Deckel werde von den Aminosduren 203-228 konstituiert und
funktioniere zusammen mit dem ersten wie eine Art Doppeltiir. Ob man diesen loop als
Deckel bezeichnet oder nicht - beide konnten zusammen mit weiteren flexiblen
Peptidschleifen in der Umgebung des Aktiven Zentrums ein solches Netzwerk von
Tertidrstrukturelementen bilden, das einerseits fiir die Substratbindung entscheidend sein kann
und andererseits fiir die molekulare Erkennung durch Faltungs- und Sekretions-Helferproteine.
In einfacher strukturierten Enzymen dagegen sind solche Wechselwirkungen weniger
zahlreich und konnen durch eine gerichtete Evolution in der Folge erzeugt oder optimiert
werden.

Da auch nach umfangreicher Mutagenese der jeweiligen Gene mittels epPCR und
Hochdurchsatzscreening von ca. 30.000 Klonen keine Aktivitit gegeniiber Tributyrin sichtbar
wurde, wird geschlussfolgert, dass die Deckelstruktur in dieser Form essentiell fiir die
Aktivitidt bzw. fiir die native Expression und Faltung des Enzyms ist und diese sich durch
einzelne Punktmutationen im Rahmen einer gerichteten Evolution nicht wiederherstellen
lassen.

Trotz oder gerade wegen dieser alles andere als trivialen Zusammenhénge bleibt es jedoch ein
duBerst interessantes Ziel, durch Verringerung der Komplexitit der Pseudomonas aeruginosa-
Lipase nicht nur ihre Substratspezifitit zu verdndern, sondern unter Umstdnden sogar einen
Verzicht auf den Faltungshelfer LipH zu ermoglichen und so die native Expression im
heterologen Wirt E. coli zu ermoglichen. Die Flexibilitdt der a/B-Hydrolase-Faltung bietet
dafiir ausreichend Spielraum, wie die Existenz zahlreicher ebenso oder sogar komplexerer
Lipasen beweist, die keine Faltungshelfer benétigen (FISCHER et al., 2006; KANG, 2006).
Eine umfassendere in silico-Analyse konnte iiber eine Reihe moglicher alternativer
Deletionen und Substitutionen Aufschluss geben. Diese konnten kombinatorisch variiert
werden und mit Hilfe des Tributyrin-Agarplattentests konnten solche Banken in hohem

Durchsatz auf Aktivitit untersucht werden.

4.6. Ein Fazit: Bewertung der Methodik als Protein Engineering-Ansatz

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass die Grundfaltung der o/B-Hydrolasen einen

groBen Spielraum fiir strukturelle Verdnderungen in den loop-Regionen bereitstellt und auch
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Insertionen grofer Strukturelemente toleriert werden. Es kann so die Substratspezifitit eines
bestechenden Enzyms bedeutend verdndert werden. Dass die Axelip-Variante der BSLA
gegeniiber einigen Substraten sogar deutlich hohere Aktivitét als die Wildtyp-Lipase aufwies,
ist ein deutlicher Beleg fiir das grofle Potential dieses strukturbasierten Protein Engineering-
Ansatzes. Sicherlich ist dies aber nur ein erster Schritt als proof of principle, denn die
Methode hat vielfiltige Entwicklungsmdglichkeiten. Erste Versuche zur Einfiihrung mehrerer
homologer Insertionen gleichzeitig beispielsweise fiihrten bereits zum Erfolg — in
Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis von Prof. Dr. W. Quax an der Universitit Groningen
konnte auch hier Aktivitit gegeniiber einigen Isopropylidenglyceryl-Estern nachgewiesen
werden - die Arbeiten dauern an. Auch konnten in weiteren Schritten Art und GroBe der
Insertionen kombinatorisch variiert werden. Denkbar wire der Austausch groBerer
Teilbereiche von Proteinen oder sogar eine Art Neukombination von mehreren bereits
existenten Strukturelementen von o/B-Hydrolasen — ein Ansatz &dhnlich dem ,,Block-
Shuffling von TSul et al. (2006), allerdings mit dem entscheidenden Unterschied, dass
ausschlieBlich bereits existente Sekundér- und Tertidrstrukturelemente neu kombiniert werden.
Die Arbeit mit solchen, bereits auf natiirlichem Wege evolvierten Strukturelementen hat
gegeniiber anderen Protein Engineering-Ansétzen, wie z.B. dem de novo-Design oder der de
novo-Evolution von Enzymen den groen Vorteil, dass mit einer Art von
,Bausteinen* gearbeitet wird, deren Funktionalitét sich unter natiirlichen Bedingungen bereits
bewihrt hat und die nun schlicht neu kombiniert werden. In de novo-Ansitzen miissen solche
funktionalen Bausteine erst aus der enormen Zahl von Mdglichkeiten ausselektiert werden
(WOYCECHOWSKY et al., 2007; WOYCECHOWSKY & HILVERT, 2004; TAYLOR ef al., 2001). In
Form groBer und vielseitiger Strukturfamilien wie den o/B-Hydrolasen, den o/B-barrel-
Proteinen, den af/Ba-Hydrolasen sowie vielen anderen bestehen in der Natur jedoch grofBe
,Pools* solcher funktioneller und prinzipiell zueinander passender Strukturelemente. Diese
konnten durch Neukombination genutzt werden, um neue katalytische Aktivititen zu
erzeugen (FISCHER et al., 2006; KANG, 2006; STERNER & SCHMID, 2004; WIERENGA, 2001).
Die praktische Umsetzung solcher Uberlegungen ist sicherlich nicht trivial und erfordert
umfangreiche Vorarbeiten in silico zur Zusammenstellung entsprechender kombinierbarer,
homologer Elemente als eine Art ,,Bausteine®. Die Bacillus subtilis Lipase A stellt in ihrer
Eigenschaft als minimale o/B-Hydrolase jedoch ein solides Fundament fiir ein solches
»Baukastensystem* dar und ist damit eine fiir a/B-Hydrolasen optimale Basis. Die vorliegende
Arbeit ist ein erster Schritt fliir die Entwicklung eines solchen Systems. Das Beispiel der

Deckelvariante Axelip sowie einige vor kurzem erschienene, hervorragende Publikationen
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(PARK et al., 2006; DWYER et al., 2004; LEOPOLDSEDER et al., 2004) zeigen, dass das
Vorgehen sehr erfolgreich sein kann.

In einer Fortsetzung der vorliegenden Arbeit sollten weitere Generationen gerichteter
Evolution auf den Erkenntnissen aus den ersten beiden aufbauen. So sollten die nichsten
Mutageneseschritte auf die sensiblen Bereiche der Varianten beschrinkt werden, in denen in
den ersten beiden Generationen gehduft Mutationen auftraten und fiir die Stabilitdt kritische
Bereiche, wie das zentrale pB-Faltblatt, sollten von der Mutagenese ausgeschlossen werden.
Dies verringert den Umfang der Mutantenbanken und damit die Erfolgswahrscheinlichkeit,
sterisch relevante Mutationen zu entdecken. In einem systematischen Verfahren konnte dabei
auch die ISM-Methode verwendet werden (REETZ et al., 2006b), die bereits zur Erhohung der
Temperaturstabilitit der BSLA erfolgreich angewandt wurde. Es wurden auch in dieser Arbeit
bereits Versuche unternommen, die Deckelinsertionen isoliert per epPCR zu mutieren, dies
wurde jedoch aufgrund experimenteller Schwierigkeiten bei der Insertion der epPCR-
Produkte in das Lipase-Gen nicht weiter verfolgt. Diese Schwierigkeiten wiirden umgangen
werden durch die Verwendung sogenannter spiked oligos, synthetischer Oligonukleotide mit
einem festgelegten Prozentsatz von zufdlligen Mutationen. Diese sind in der letzten Zeit durch
die rasante Entwicklung der DNA-Synthese-Technologien erheblich kostengilinstiger zu
erhalten als noch zu Anfang dieser Promotion.

Weiterhin sollten Mutationen mit ungeklédrter Funktion an ihren homologen Positionen -
soweit vorhanden - in der Wildtyp-BSLA erzeugt werden um ihre Auswirkungen im Detail zu
untersuchen, so wie es bereits mit den Hotspot-Positionen F17 und N91 durchgefiihrt wurde.
Dadurch konnen Mutationen, die durch Co-Evolution von Loslichkeit und Stabilitét unter den
Assaybedingungen zustandekommen, von solchen mit Auswirkungen auf die Struktur der
Enzymvarianten unterschieden werden. Eine solche Co-Evolution wird sich ebenso wie das
Auftreten neutraler Mutationen, kaum vermeiden.

Die Weiterentwicklung aufgetretender Substratspezifititen konnte ebenfalls durch gerichtete
Evolution erfolgen, sofern ein Hochdurchsatz-Enzymtest besteht. So z.B. konnte die Aktivitat
der bislang noch nicht weiterevolvierten Deckelvariante Axelip gegeniiber einem der
verzweigten Ester optimiert werden.

Die Aufreinigung von Deckelvarianten und ihrer Punktmutanten zur Aufklarung ihrer
Kristall- bzw. NMR-Strukturen sollte ein weiteres Ziel fiir die Zukunft sein, um vergleichende

Riickschliisse iiber die Konformation dieser neuen Enzymvarianten abzuleiten.
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4.7. Die Evolution der Enantioselektivitit der Pseudomonas aeruginosa

Lipase A

Die gerichtete Evolution der Enantioselektivitit der Lipase A aus Pseudomonas aeruginosa
war in der Vergangenheit bereits Gegenstand einer Reihe wissenschaftlicher Publikationen
(REETZ, 2004, 2001; LIEBETON et al., 2000; REETZ et al., 1997). Besondere Schwierigkeiten
bereitete dabei zunéchst das hochdurchsatztaugliche Nachweisverfahren fiir enantioselektiven
Substratumsatz, das jedoch am Max-Planck-Institut fiir Kohlenforschung in Miilheim an der
Ruhr erfolgreich etabliert werden konnte (REETZ et al., 1999). Von ebenso wesentlicher
Bedeutung fiir die Optimierung dieser sehr speziellen Enzymeigenschaft ist jedoch die Wahl
der Mutagenese-Methode. Im Gegensatz zur Evolution neuer Substratspezifititen, wie sie im
ersten Teil dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, ist es bei der Evolution der Enantioselektivitét
weniger entscheidend, groBe strukturelle Diversitidt zu erzeugen, als vielmehr in einer Art
Feinabstimmung relativ geringfiigige Verdnderungen zu erreichen, diese aber zielgerichteter
zu platzieren. Nicht zuletzt mit diesem Ziel hat sich in den letzten Jahren ein Trend zu
sogenannten focussed libraries entwickelt, nach dem Genbibliotheken von vornherein (1) mit
minimierter Mutations-Redundanz und (2) auf sensible Enzymregionen beschriankt konzipiert
werden (LEISOLA & TURUNEN, 2007; LUTZ & PATRICK, 2004). Dafiir wurden in jiingster Zeit
sehr effiziente, systematische Evolutionsverfahren entwickelt, die den Screeningaufwand
weitgehend minimieren, wie z.B. die CAST-Methode (WANG et al., 2006; REETZ et al.,
2005).

Fiir die Grundlagenforschung ist nach wie vor das iibergeordnete Ziel, ein grundlegendes
mechanistisches Verstindnis der Enzymkatalyse zu erarbeiten, um durch moglichst
zielgerichtete Mutagenesen den Entwicklungsaufwand fiir neue, technisch nutzbare Enzyme
minimieren zu koénnen.

Methoden der molekularen Modellierung wie Molekiilmechanik (MM), quantenmechanische
Rechnungen (QM) und molekulardynamische Simulation (MD) sind dabei wesentliche
Werkzeuge sowohl bei der Verarbeitung und Interpretation der experimentell gewonnen
Erkenntnisse, als auch fiir deren Anwendung auf konkrete Fragestellungen der
Enzymoptimierung. Die Verfeinerung der Modelle und Algorithmen kann jedoch nur
erfolgreich verlaufen, wenn sie kontinuierlich mit experimentellen Daten abgeglichen werden.
An dieser Schnittstelle zwischen Theorie und Experiment setzten die hier beschriebenen

Arbeiten an.
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w

Abb. 4.9: : Modell der 1H8-Mutante der Pseudomonas aeruginosa Lipase A (PAL). Von den sechs
Mutationen (dargestellt als blaue Kugel-Modelle) befindet sich nur G162 in direkter Ndhe des aktiven
Zentrums (rote Stabmodelle). Das Histidin 83 ist als cyan-farbenes Stabmodell ebenfalls gekennzeichnet.
Die Struktur befindet sich in derselben Orientierung wie in Abb. 3.18 - zur besseren rdumlichen
Orientierung ist die Deckelhelix in griin angedeutet.

Die Anfinge der gerichteten Evolution der Enantioselektivitdt der Pseudomonas aeruginosa
Lipase A fanden dabei auf klassischem Wege statt: Einigen Zyklen fehlerhafter PCR folgten
Sattigungsmutagenesen an Hotspot-Positionen wie z.B. S155 oder L162. Die gefundenen
Varianten wurden dann in einer kombinatorischen Kassettenmutagenese miteinander
rekombiniert. Die beste gefundene Variante schlieBlich wurde in einem theoretischen Ansatz
von MARCO BocOLA am Max-Planck-Institut fiir Kohlenforschung, Miilheim a. d. Ruhr
modelliert und mechanistisch analysiert. Die daraus abgeleiteten Hypothesen wurden in
dieser Arbeit experimentell iiberpriift und ihre Ergebnisse werden im Folgenden anhand des

bestehenden Modells interpretiert.
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4.7.1. Die Mutationen S53P und L162G wirken sich kooperativ auf H83 aus.

Die Analysen der Punktmutationen der 1H8-Mutante ergaben, dass nur eine davon, L162G,
in direkter Ndhe des aktiven Zentrums lokalisiert war (Abb. 4.9). Mit Ausnahme von L162G
hatten die Einzelmutationen der 1H8-Mutante auch nur sehr geringe Auswirkungen auf die
Enantioselektivitit der Pseudomonas aeruginosa-Lipase. Erst das gleichzeitige Auftreten der
beiden Mutationen S53P und L162G und ihr synergistisches Zusammenwirken mit einer
dritten, nicht mutierten Aminoséure - dem Histidin an Position 83 - fiihrte dagegen zu einer
drastischen Steigerung der Enantioselektivitit. Dem Modell und den Simulationen zufolge
hilt im Wildtyp einerseits eine Wasserstoftbriicke zwischen H83 und S53 das Histidin in
Position, andererseits {ibt das L162 eine sterische Beschrankung gegeniiber der Seitenkette
des H83 aus und hilt diese vom aktiven Zentrum fern (Abb. 4.10). Die Mutation S53P
beseitigt diese Wasserstoftbriicke und die Mutation L162G schafft einen relativ groBen

Freiraum fiir (1) die Bewegung des H83 ins aktive Zentrum hinein und (2) die Aufnahme der
A B

S$161 S161

Abb. 4.10: Die Funktion des Histidin 83 (A) im Wildtyp und (B) in der Doppelmutante S53P/L162G.
Durch den von L162G geschaffenen Freiraum und die Beseitigung der H-Briicke (H-Briicken sind durch
gestrichelte Linien symbolisiert) zum S53 durch Mutation zu Prolin kann sich das H83 ins aktive Zentrum
hineinbewegen und durch eine neue H-Briicke zum Oxyanion das tetraedrische Zwischenprodukt des S-
Enantiomers stabilisieren. Fiir das R-Enantiomer ist dies nicht der Fall (die Orientierung der Methylgruppen
am chiralen C-Atom des Substrates sind violett im Falle des R-Enantiomers und griin fiir das S-Enantiomer
dargestellt (Reetz et al., 2007).

Seitenkette des chiralen Zentrums des Substrates. Ist diese Bewegung des H83 moglich,
wird es damit zu einem Teil des aktiven Zentrums und iibt dann einerseits sterischen
Einfluss auf die Substratbindung zu Ungunsten des R-Enantiomers aus, zum anderen
kann sich zwischen dem No-Atom des Histidins und dem Oxyanion des S-Enantiomers

eine Wasserstoffbriicke ausbilden (Abb. 4.10 B), wodurch dessen tetraedrisches

Zwischenprodukt stabilisiert und so sein Umsatz beschleunigt wird. Die in dieser Arbeit
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ermittelten Ergebnisse unterstiitzen diese Hypothese und zeigen eindeutig fiir die

Doppelmutante S53P/L162 die hochste Enantioselektivitit mit einem E-Wert von 63,8.

Die Mutation S53P allein dagegen hat keine Auswirkungen auf die Enantioselektivitdt, da die
sterische Beschrinkung des L162 in dieser Einfachmutante nach wie vor besteht. Die
gesteigerte Enantioselektivitit der Einzelmutante L162G dagegen kann auf eine Bewegung
des H83 zuriickgefiihrt werden, da die H-Briicke zum S53 dynamischen Charakter hat. Die
Bewegung des H83 ins aktive Zentrum tritt zwar in der von BOCOLA et al. durchgefiihrten
molekulardynamischen Simulation in diesem Falle nicht auf, dies kann jedoch mit der Kiirze

des Zeitraumes von 1 ns begriindet werden. Dass die entsprechende manuelle Positionierung

N

A

M16

4 Oxyanionen-
y

L162 >l<\ 4 Oxyanionen- L162 * Q tasche

‘ Q’ 4 “At?s.‘che « T D™

Abb. 4.11: Die Funktion der Aminosiure S155 im Wildtyp (links) im Vergleich zur Mutante S155F.
In der Mutante iibt das Phenylalanin iiber L162 sterischen Druck auf die Methylgruppe am chiralen C-Atom
des R-Enantiomers aus, wodurch dessen Umsatz beeintréchtigt wird. Die H-Briicke des Oxyanions innerhalb
der Oxyanionentasche sind als gestrichelte Linien dargestellt (aus: BOCOLA et al., 2004).

des H83 im Modell unter Beibehaltung natiirlicher Geometrien mdglich ist, legt diesen
Mechanismus jedoch nahe. H83 1iibt einen &hnlichen sterischen Einfluss auf die
Substratenantiomere aus wie in der Doppelmutante. Auch eine H-Briicke zum Oxyanion des
S-Enantiomers des Substrates ist geometrisch moglich, allerdings tritt sie quasi mit der
energetisch favorisierten H-Briicke zum S53 in Konkurrenz, was den im Vergleich zur
Doppelmutante S53P/L162G verringerten E-Wert von 33 erkldren wiirde. Die Annahme des
kontraproduktiven Einflusses der Mutation SI155M bzw. SI55F in den jeweiligen
Dreifachmutanten M9 und M 10 konnte durch die Experimente ebenfalls weitgehend bestatigt
werden, mit leichten Einschriankungen im Falle der Mutante M10 (S53P/S155F/L162G). Die

Position S155 war in den vorangegangenen Arbeiten zur gerichteten Evolution als Hotspot in

106



DISKUSSION

Erscheinung getreten (REETZ, 2001). Im Modell der Einzelmutante S155F wurde dies
zuriickgefiihrt auf den sterischen Druck, den das Phenylalanin auf 162 ausiiben konnte und
der sich zu Ungunsten des R-Entantiomers auswirken wiirde. Ist L162 wie in der
Dreifachtmutante durch Glycin ersetzt, ist diese Wechselwirkung nicht gegeben und die
Selektivitét ist nicht beeinflusst. Die Modellierungen deuteten sogar im Gegenteil an, dass
S155F die neue, durch L162G geschaffene Cavitéit wieder teilweise verschlieBen konnte, was
die Verringerung der Enantioselektivitidt bewirken wiirde. Dies wird von den vorliegenden
Ergebnissen bestitigt.

Weiterhin wird durch die Mutation an Position 155 die einzige Wasserstoffbriicke zwischen
der Deckelhelix der PAL und dem Proteincorpus beseitigt, was zu gréfleren strukturellen
Verschiebungen fiihren konnte, die in der molekulardynamischen Simulation iiber 1 ns nicht
beriicksichtigt werden konnten. Die experimentellen Daten zeigen, dass die E-Werte der
Dreifachmutanten M9 (L162G/ S53P/ S155M) mit einem E-Wert von 42 zwar tatsichlich
signifikant unter dem der Doppelmutante M8 (L162G/ S53P) mit einem E-Wert von 63,8
liegen, jedoch liegt im Fall der Mutante M10 (L162G/ S53P/ S155F) der E-Wert mit 58
relativ relativ dicht an dem der Doppelmutante. S155F hat in diesem Fall also nur relativ
geringen Einfluss auf die Enantioselektivitét.

Die Aminosduren D20N, T180I und T234S sind an der Oberfliche des Enzyms lokalisiert
und ihre Seitenketten weisen ins Losungsmittel. Ein Einfluss auf die Geometrie des aktiven
Zentrums ist aufgrund der relativ groBen Entfernung unwahrscheinlich. Die experimentellen
Daten dieser Arbeit ordnen die Enantioselektivitit der 1H8-Mutante zwischen denen der
beiden Dreifachmutanten M9 und M10 ein. Da diese Oberflichenmutationen bereits in
fritheren Stadien des Evolutionverlaufes akkumuliert wurden und dort die Selektivitét nicht
auffillig beeinflusst hatten (LIEBETON et al., 2000), kann angenommen werden, dass sie zur
Stabilitdt der enantioselektiven Varianten unter Assaybedingungen beitragen, oder schlicht
keine Auswirkungen haben. Da diese Parameter in den theoretischen Studien nicht modelliert

wurden, wire bei dem geringen Einfluss der Mutationen ein Interpretationsversuch spekulativ.

4.7.2. Nihere Untersuchung der Funktion des Histidins an Position 83 und die

besondere Bedeutung zweier Wassermolekiile fiir die Enantioselektivitit

Um die Hypothese der Schliisselrolle des H83 zu {iberpriifen, wurden an dieser Position
verschiedene Mutationen eingefithrt. H83 wurde in der Doppelmutante M5 und in den
Mutanten M8-10 sowie im Wildtyp jeweils durch Alanin, Leucin und Phenylalanin ersetzt.

Wie erwartet, hatte im Wildtyp keine der Mutationen eine Auswirkung auf die
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Enantioselektivitit des Enzyms, da das Histidin hier durch die oben beschriebenen
Wechselwirkungen weitgehend fixiert vorliegt und damit ohnehin keine Funktion bei der
Substratbindung ausiiben kann. Im Falle der stereoselektiven Varianten, insbesondere der
Mutante L162G und der Doppelmutante S53P/L162G, wurde jedoch eine signifikante
Abnahme der S-Enantioselektivitit bei Austausch des H83 gegen Alanin erwartet, da hier
sowohl der sterische Einfluss im aktiven Zentrum fehlen wiirde, als auch die
Wasserstoffbriicke zum Oxyanion des S-Enantiomers. Leucin und Phenylalanin wurden
aufgrund ihrer sterischen Ahnlichkeiten zum Histidin als Austauschgruppen gewihlt. Fiir

diese Mutationen H83L und H83F wurde

. S53P daher eine zumindest teilweise

S161 Beibehaltung der Stereoselektivitit
| H83A erwartet. Die experimentellen Daten

::j' M16 zeigten jedoch iiberaschenderweise ein

- ® ; A anderes Ergebnis, nimlich die signifikante
Erhohung der Enantioselektivitit im Falle
"' L162G / f der Variante H83A/L162G und eine

Vf nd [\:@f‘ weitgehende Beibehaltung im Falle der
Dreifachmutante S53P/H83A/L162G. Die
E-Werte der analogen H83L-Varianten

Oxyanion

Abb. 4.12: Mogliche Auswirkung der Mutation des
Histidin 83 zu Alanin. Fehlt die groBe Histidin-

Seitenkette, konnen in die so entstehende Cavitit zwei nahmen im Vergleich dazu stark ab und
H,0-Molekiile (rote Punkte) eindiffundieren und tiber ein

H-Briicken-Netzwerk zum Oxyanion des S-Enantiomers sanken fir die H83F—Varianten auf

dessen tetraedrisches Zwischenprodukt stabilisieren. Die . . . L.
dafiir erforderliche Geometrie findet sich beim R- Wildtyp-Niveau. Eine wahrscheinliche

Enantiomer nicht (REETZ e al., 2007). Erkl'eirung hierfiir liefern ci
ZW

Wassermolekiile, die die durch H83A entstehende Cavitdt ausfiillen konnten und
Wasserstoftbriicken zum Oxyanion des S-Enantiomers ausbilden kdnnten (Abb. 4.12). Diese
Annahmen werden von neuen Berechnungen anhand derselben Versuchsanordnung des in
silico-Modells bestdtigt. H83A/L162G wurde in silico konstruiert und die lokalen
Geometrien per CHARMM?22/27-Kraftfeld (FOLOPPE & MACKERELL, 2000; MACKERELL et
al., 1998; PAVELITES et al., 1997) optimiert. Zwei H,O-Molekiile wurden manuell in die
Cavitdt eingefiigt und verschiedene Zustinde der Substratkonformationen berechnet. Ein
lokales Energieminimum ergab sich fiir das S-Enantiomer mit Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den H,O-Molekiilen und dem Oxyanion, nicht jedoch im Falle des R-Enantiomers.

In einer ebenfalls mit diesem System durchgefiihrten MD-Simulation iiber 1 ns wurde

deutlich, dass die beiden H,O-Molekiile zwar duBlerst beweglich sind, jedoch mindestens
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eines von ihnen jeweils hinreichend lange in einer Wasserstoffbriicken-konformen Geometrie
am Oxyanion verbleibt. Im Falle des R-Enantiomers dagegen wurde dies in keinem Fall
beobachtet. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass im Fall der Alanin-Varianten die
Funktion des Histidins von den H,O-Molekiilen ersetzt werden kann. Weiterhin wird deutlich,
dass der Einfluss der H-Briicke auf das Oxyanion einen stirkeren Effekt im Hinblick auf die
Enantioselektivitidt darstellt, als die sterische Beeintrachtigung des R-Enantiomers. Dies
wiirde auch die drastische Abnahme der Selektivitdt im Falle des Phenylalanin-Austausches
erkldren: Die aromatische Phenylalaninseitenkette bildet keine H-Briicke aus und kann somit
lediglich sterische Effekte ausiiben. Sie ist obendrein so groB, dass sie in der Cavitét keinen
Platz fiir HO-Molekiile lasst. Dasselbe gilt im Falle des Leucins an dieser Position. Die
Enantioselektivitdt nimmt in den H83-Varianten in der Reihenfolge Ala>Leu>Phe ab. Zu den
beiden letztgenannten Féllen existieren jedoch keine modellunterstiitzten Daten.

Im Falle der Histidinvarianten der Mutanten M20-25 fillt eine Interpretation deutlich
schwerer, da bei vier gleichzeitigen Mutationen nicht mehr alle Wechselwirkungen
erschopfend einschitzbar sind. So bleiben die Enantioselektivititen im Falle der H83-
Mutanten M23 und M24 unabhingig von der Aminosduresubstitution @hnlich. Nicht
beriicksichtigt wurde hier weiterhin die fehlende Wasserstoftbriicke zwischen der Position
155 und der Deckelhelix des Enzyms. Die daraus moglicherweise resultierenden groBeren
struktuellen Veranderung unter Beteiligung des Deckels finden in einem Zeitraum statt, der
tiber den der MD-Simulation von 1 ns hinausgeht und kénnen daher anhand der erfolgten

Simulation nicht erschopfend interpretiert werden.

4.7.3. Fazit aus den Arbeiten zur Optimierung der Enantioselektivitit der PAL

Die vorliegenden Ergebnisse liefern einen wesentlichen Beitrag zur Aufklirung des
Mechanismus der Enantioselektivitit der Pseudomonas aeruginosa Lipase A gegeniiber dem
Substrat  R/S-2-Methyldekansdure-pNP-Ester und liefern dariiberhinaus detaillierte
Beschreibungen iiber den katalytischen Mechanismus des Enzyms. Besonders hervorzuheben
ist dabei die unerwartete Rolle der beiden Wassermolekiile, die in H83A an der
Enantioselektivitit der Lipase direkt beteiligt sind. Die gewonnenen Erkenntnisse und
Erfahrungen aus Evolution und Modellierung sind publiziert (REETZ et al., 2007) und dienen
hoffentlich weiteren Arbeiten zur Optimierung der Enantioselektivitit als Orientierung. Es
wird indes ein weiteres Mal deutlich, dass enzymkatalysierte Reaktionen und ihre
Optimierung durch gerichtete Evolution duBlerst komplexe Vorginge sind, fiir die ein

grundlegendes Verstidndnis vermutlich stets im Einzelfall neu erarbeitet werden muss. Umso
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wichtiger ist daher die konsequente Weiterentwicklung von in silico-Modellen, die bei der
Aufklarung dieser Vorgidnge von groBem Nutzen sind, wie in dieser Arbeit erfolgreich

gezeigt werden konnte.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde die Lipase A aus Bacillus subtilis (BSLA) in ihrer Eigenschaft als
minimale o/B-Hydrolase als Grundgertist fiir die Insertion homologer Strukturelemente aus
anderen o/B-Hydrolasen verwendet. Durch diese Insertionen wurden drei unterschiedliche
Varianten mit verldngerten Peptidschleifen (loops) in der Umgebung des aktiven Zentrums
erzeugt. Diese Peptidschleifen sollten die Substratbindetasche des Enzyms und damit seine
katalytischen Eigenschaften signifikant beeinflussen. Die lipolytische Aktivitit der Varianten
war geringer als die der Wildtyplipase, konnte jedoch in einigen Fillen durch gerichtete
Evolution wiederhergestellt werden. Ferner zeigten die Varianten ein deutlich verdndertes
Substratspektrum.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte damit die Grundlage zur Konstruktion -eines
Baukastensystems gelegt werden, mit dem Strukturelemente in die mimimale o/pB-Hydrolase
BSLA integriert werden konnen, um so neue Substratspezifititen oder Enantioselektivitét fiir
die Entwicklung maB3geschneiderter Biokatalysatoren zu erzeugen.

In einem komplementdren Ansatz wurde die Deckelstruktur der komplexer strukturierten
Lipase A aus Pseudomonas aeruginosa (PAL) deletiert. Dies resultierte jedoch im Verlust
der lipolytischen Aktivitdt, was darauf hindeutet, dass die Funktion der eliminierten
Peptidschleife liber die eines Deckels hinausgeht. Denkbar wire eine Funktion bei der
Proteinfaltung.

Weiterhin wurden verschiedene Einzelmutanten der PAL Kkonstruiert, basierend auf
vorangegangenen Arbeiten zur gerichteten Evolution der Enantioselektivitit des Enzyms. Die
Auswirkungen dieser Mutationen sowie einiger ihrer Kombinationen waren zuvor in silico
modelliert worden und konnten in dieser Arbeit experimentell aufgeklart werden.

Die Versuche konnten zeigen, dass die Kombination aus rationalem Design und gerichteter
Evolution vielversprechende Strategien bereitstellt, um so sensible Eigenschaften wie

Substratspezifitit oder Stereoselektivitdt von Enzymen erfolgreich zu optimieren.
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6. ABSTRACT

The Bacillus subtilis lipase A (BSLA), being regarded as a minimal a/B-hydrolase, was
applied as a basic scaffold for the insertion of structural elements of other o/p-hydrolases into
its protein backbone. Three different variants were created with elongated /oops close to the
active site to reshape the substrate binding pocket of the enzyme and thus alter its catalytic
activities towards different substrate specificities. The specific activities of the variants were
somewhat lower than that of the wildtype but could be increased by directed evolution. The
variants indeed showed altered substrate preferences, thus laying the groundwork for the
construction of tailor-made o/B-hydrolases and a toolbox-like collection of structural building
blocks for a/B-hydrolase enzymes, which could be combined rationally or by combinatorial
methods.

In a complementary approach, the lid of the more complexly shaped lipase A of
Pseudomonas aeruginosa (PAL) was deleted from the enzyme. However, this did not yield
any active variants, most likely due to the disruption of structural interactions within the
enzyme, pivotal to its proper folding and secretion.

Furthermore various point mutants of the PAL were constructed, based on previous
experimental and theoretical studies regarding the enantioselectivity of the enzyme. The
impacts of these single mutations as well as of specific combinations on the enantioselectivity
of the enzyme were experimentally elucidated in this study.

It could be demonstrated that the combination of rational design and directed evolution
provide most successful strategies for the evolution and optimization of such delicate enzyme

properties such as substrate specificity and enantioselectivity.
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8. Anhang:

8.1 Abb. 3.14: Teil 1 (vergrofiert)

Aktivitat in U/mL

Substratspspezifitat der Deckel-Varianten
gegenuber verzweigten Substraten

Q
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p [ =k :
R - _ T
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N91S  N175H S32P A59T Q69R Y148H Y148H Y148H Y148H L123P FI7R N82y
B Ad2v VB3A Q187L
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N91S  N175H 832P AS59T Q69R Y148H Y148H Y148H Y148H L123P FI7R N82Y
c Ad2v VB3A  Q187L
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Cutilip  N91L  N91V  N91D Y148H L123P F17Y F17L N91S No8Y N91S N91S N91S F17A F17Y F17S N9V NIIW Axelip WT WT- WT-
N91S  N175H S32P  AS9T QB9R Y148H Y148H Y148H Y148H L123P F17R N82Y
Ad2v V63A  Q187L
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Abb. 3.14: Teil 2 (vergroflert)
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8.2. Mathematische Formeln:

Formel zur Berechnung der lipolytischen Aktivitit nach spektrophotometrischer Bestimmung

mit dem Substrat para-Nitrophenylpalmitat:

/ A AE*V,,
A mo‘ =20 - (Lambert-Beer'sches Gesetz)
[*min *

At g(pNPP)*d*VProbe !

Eine Lipaseeinheit U ist definiert als die Enzymmenge, die ein pmol para-

Nitrophenylpalmitat in 1 min freisetzt. Daher gilt:

AE*V
ml E(pnPP) d* Ve ¥t

Formel zur Berechnung des ee-Wertes:

ee|%]= (uj *100%

n,+n,
wobei: n;: Stoffmenge 1. Enantiomer

ny: Stoffmenge 2. Enantiomer

Formel zur Berechnung des E-Wertes:

o In[l1-c(1+ee)]
" In[l—c(1—ee)]

wobei: ¢ = Umsatz

ee = ee-Wert
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